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ABSTRAKT

Préace se zabyvéa optimalizaci hypertermické 1é¢by nddorovych onemocnéni pomo-
ci superparamagnetickych nanocastic. Superparamagnetické nanocastice ve for-
mé koloidniho roztoku umisténé v nddorové tkéni a vystavené sttidavému mag-
netickému poli generuji teplo v dtsledku periodicky se opakujicich zmén magne-
tického pole, coz nasledné zptisobi ohfev nanocastic i jejich blizkého okoli. Timto
zpusobem je rychleji dosaZzen pozadovany teplotni interval, ve kterém dochézi k
biologickym jevim vedoucim k redukci nddoru, a zéroveri je docileno vice selek-
tivniho ohfevu.

V rdmci této diplomové prace byl realizovan mikrovlnny plandrni aplikator pro
frekvenci 2,45 GHz. Bylo provedeno méfeni SAR ve fantomu svalové tkané s vy-
sledkem, Ze biologicka tkan s aplikovanymi nanocasticemi se ohfiva rychleji nez
samotnd biologicka tkan. A také bylo prostudovano chovani superparamagnetic-
kych nanocastic za ticelem optimalizace hypertermické 1écby nadorovych onemoc-
néni.

Vliv pfitomnosti nanoc¢dstic byl testovan v nékolika experimentech umy$i. V ram-
ci téchto experimentti byl popsan pribéh teploty pii hypertermii pro mysi osette-
né nanocasticemi ve srovnani s mySmi kontrolnimi. Rovnéz byl vyhodnocen vliv
nanocastic na syntézu cytokint.

Za pfinos této diplomové préce, ktery vyplynul z pribéhu préce, je také mozné
povazovat ndvrh vhodné metodologie experimentti pro studium t¢inku nanocés-
tic na biologické tkané a také studium moZznosti optimalizovat hypertermickou

1é¢bu nddorovych onemocnéni s pomoci téchto nanocéstic.
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ABSTRACT

The thesis deals with the optimization of hyperthermic treatment of tumors with
superparamagnetic nanoparticles. Superparamagnetic nanoparticles in the form
of a colloidal solution placed in tumor tissue and subjected to alternating magne-
tic field generate heat as a result of periodically recurring changes in the magnetic
field, which subsequently causes the nanoparticles to be heated and their surroun-
dings nearby is thus heated as well. In this way, the desired temperature interval
is achieved more rapidly, in which there are biological effects leading to tumor
reduction, and the effect is more localized.

In this diploma thesis a microwave planar applicator for 2,45 GHz frequency
was realized. SAR measurements were made in the phantom of the muscle tissue,
with the result that the biological tissue with applied nanoparticles heated faster
than the biological tissue itself. And as well, the behavior of superparamagnetic
nanoparticles was studied to optimize hyperthermia cancer treatment.

The effect of nanoparticle presence was tested in several experiments in mice.
These experiments described the course of hyperthermia temperature for nano-
treated mice as compared to control mice. The effect of nanoparticles on cytokine
synthesis was also evaluated.

As a contribution of this diploma thesis, it is also possible to consider the design
of a suitable methodology for experiments to study the effect of nanoparticles on
biological tissues as well as the possibility of optimizing the hyperthermal treat-

ment of tumor diseases with the help of these nanoparticles.

Keywords

hyperthermia, superparamagnetic nanoparticles, heat cell damage.
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UvOD

Rakovina (zhoubné nadorové onemocnéni) postihuje lidi vsech vékovych katego-
rif po celém svété [24]. To je jednim z dlivodd, pro¢ se vyzkum zaméfuje stale
na nové metody 1é¢by a aspiruje k optimalizaci metod stdvajicich. Rakovina je
komplexnim onemocnénim. Postihuje somatické buriky a zptisobuje vyznamné
biochemické a biologické zmény jejich okoli, které vedou k ovlivnéni biochemie
celého téla. Onkologické nalezy mohou mit rtizny charakter napft. dle druhu posti-
Zenych bunék nebo stadia onemocnéni [28]. Existuje proto nékolik zptisobt1 1é¢by:
chirurgicka, radia¢ni, hormonélni, chemoterapie, biologickd terapie (hypertermie)
a dalsi. Velmi ¢asto se rovnéz vyuzivaji kombinace riznych druhti 1é¢by. Klinické
testy potvrzuji, Ze pfi kombinaci radioterapie a hypertermie 1ze dosdhnout pod-
statné lepsich vysledkii nez pti lé¢bé samotnou radioterapii [10]. K chirurgickému
zékroku se nejcastéji ptistupuje v piipadé pevného nadoru.

Hypertermie je exogenni, suprafyziologické zvyseni teploty v 1é¢ené oblasti. Ta-
to metoda vyuziva vétsi citlivosti nddorovych buné€k vici vyssim teplotdm, nez je
béZzna teplota téla [36]. Pocatky hypertermie sahaji aZ do roku 1700, kdy bylo opa-
kované pozorovano docasné zlepSeni zhoubnych nddort v souvislosti s priivodni
bakteridlni infekci. Tento efekt byl poprvé systematicky zkouman na pfelomu 19.
stoleti. Pacienti s chirurgicky neodstranitlnymi zhoubnymi nddory dostali injek-
ci bakteridlnich vakcin pro navozeni horecky. Celkova mira tspésnosti 1é¢by byla
20 %. Technicky vyvoj lokalni/regionalni aplikace tepla trval nékolik desetilett,
nez se hypertermie jako takova stala dostupnou pro klinické aplikace.

V soucasné dobé se hypertermie (HT) bud aplikuje nezavisle nebo c¢astéji v kom-
binaci s radioterapii (RT) nebo chemoterapii (CT). HT samotnd se pouZzivé k pfimé-
mu odstranéni jednotlivych nddorovych lézi. Pro dosaZeni potfebného rozloZeni
teploty se pouZivaji rtizné techniky, jako naptiklad fokusovany ultrazvuk a radio-
frekvenc¢ni, mikrovlnné nebo laserového ohfevu. V této praci se budeme zabyvat
technikou mikrovlnného ohtevu s frekvenci 2,45 GHz.

V bimodalnich lé¢ebnych schématech, jako je termoradioterapie (RTHT) a che-
moradioterapie (RTCT), stejné jako v trimodélni termochemoradioterapii (RTHTCT),
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se HT vyuZiva k rozsifeni nebo podpofeni lécebnych tc¢inkd samotnych modalit
[23].

Podle velikosti lécené oblasti se rozliSuje HT celotélova, regionalni a lokalni [26].
V této praci se budeme zabyvat lokalni HT realizovanou pomoci vhodného planar-
niho aplikdtoru. Hypertermicky aplikator je zafizeni, které prevadi elektromag-
netickou energii z generdtoru do lé¢ené oblasti. Vhodny tvar aplikdtoru zavisi na
morfologii a poloze nadoru [28].

Umisténi nanocéstic oxidu Zeleza pfimo do tkdn€ nddoru umozni vétsi selektivi-
tu ohfevu a redukuje se tak riziko poskozeni okolni zdravé tkdné. Zvyseni teploty
v dané oblasti ma potom rtzné Gcinky na cely “ekosystém” nddoru, aniZ by se
zvysenou teplotou zatiZily okolni normalni buriky. Jednim z nich je napiiklad sti-
mulace imunitniho sytstému, ktera bude dale rozebrana v kapitole ReSerse a jiz
jsme experimntdlné ovéfili pomoci testu ELISA z cytokinti separovanych z krev-
niho séra mysi.

Cilem této prace je realizovat mikrovlnny aplikator pro frekvenci 2,45 GHz, pro-
vést méfeni jim vytvoreného SAR ve fantomu svalové tkané, provést mikrovinnou
expozici nddortt mysi oSetfenych nanocasticemi oxidu Zeleza a zaznamenat ¢aso-
vy pribéh teploty v nddoru a nakonec vyhodnotit t¢inek expozice na obecnou a

lok&Ini imunitu mysi.
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V této kapitole vysvétlime biologickou podstatu hypertermie, polozime technicky
a fyzikalni zaklad mikrovlnné hypertermie, sezndmime se s funkci nanocastic v

nadoru.

2.1 BIOLOGIE NADORU

Mezi zkladni charakteristiky nddorové tkdn€ mtizeme fadit nasledujici vycet zna-

ka.:

* sobéstacnost v produkci ristovych signéli (mnoho nadorovych bunék ma
na rozdil od normélnich bunék schopnost produkovat signaly, které vedou

k zahdjeni proliferace)
* necitlivost na rdstové supresory
¢ invaze do tkani a metastazy
* neomezeny replika¢ni potencial
e trvald angiogeneze (rtist krevnich cév)
¢ vyhybéni se apoptdze (fizend smrt bunék)[22]

Jednim z nejdtileZzitéjsich znakti nddorovych bun€k je pravdépodobné jejich schop-
nost udrZet chronickou proliferaci. Zdravé tkané fidi produkci a uvolriovani signa-
14 podporujicich rist (prolifera¢ni signaly). Tyto signély u zdravych bunék regu-
luji praibéh bunééného cyklu stejné jako rist bunék a déleni bunék, ¢imz se zajisti
homeostdza poc¢tu bunék a tim udrZeni normalni tkarové architektury a funkce.
Prolifera¢nimi signdly mohou byt ovlivnény jesté dalsi vlastnosti, jako je pfeziti
bunék a energeticky metabolismus. Rakovinné buriky vSak tomuto schématu ne-
odpovidaji. Rezistenci vii¢i signdltim slouzicim ke kontrole proliferace si vytvari

svij vlastni program reprodukce [11].



2.1 BIOLOGIE NADORU

Biologii nddorti vSak nelze rozumét jednoduse vyétem znakt rakovinnych bu-
nék, ale musi zahrnovat p¥ispévky celého mikroprostfedi nddoru k nddorovému
onemocnéni. Naddorové mikroprostiedi totiZ zahrnuje kromé transformovanych
nddorovych bunék také mnoho dalsich typt bun€k, biologickych struktur a sys-
tém1, které jsou navzajem propojené a vytvaii slozitou komunikacni sit. Jsou to
napiiklad efektorové butiky imunitniho systému, cytokiny, krevni desti¢ky, vasku-
larni a lymfaticky systém, hormony, nervova zakonceni, a téz stroma obklopujici
nador [11, 25].

Vznik nddorového onemocnéni je komplexni nékolikastupriovy proces. Nado-
rova onemocnéni vznikaji zejména mutacemi genti zodpovidajicimi za bunéénou
proliferaci. Tyto genetické zmény pak umoziuji rtist bunék nezévisle na regulac-
nich mechanismech. Pro vznik maligniho klonu bun€k jsou zadsadni primarni ge-
netické zmény, které vSak k rozvoji nddorového onemocnéni samy o sobé jesté
nestaci. Pro rist a dal3i progresi nddoru musi dojit k adaptaci bunék na nadorové
mikroprostfedi. Napiiklad zanéty, genova nestabilita a mutace tedy nemusi nutné
zpusobovat rakovinu, ale napomahaji burikam pfejit znormélni na onkogenni [11].
Na kontrole rtistu nddorovych bunék se zejména v pocatecnich stadiich vzniku na-
dorového onemocnéni vyznamné podili imunitni systém, do néhoZz jsou zapojeny
burniky specifické i nespecifické imunity. S rozvojem nddoru jsou vSak imunitni

mechanismy potla¢ovany piipadné dokonce vyuzivany ve prospéch nddoru [22].

2.1.1  Mikroprostiedi nddoru
Rozdily v pH a morfologii vaskulatury jsou nejrelevantné€j$imi charakteristikami
pro aplikaci nanocéstic, proto je zde popiSeme.

Zatimco intraceluldrni pH bunék v zdravych tkdnich a nddorech je podobné, né-
dory vykazuji nizsi extraceluldrni pH neZ normdlni tkané. Ackoliv se pH nddoru
muZe ménit v zavislosti na oblasti nddoru, primérnd hodnota extracelularniho
nadoru je mezi 6,0 a 7,0, zatimco v normélnich tkanich a krvi je extracelularni pH
pfiblizné 7,4.

Angiogeneze je definovana jako vytvoreni novych krevnich cév z ptivodnich.
U solidnich nadort (1 mm?® az 2mm?®) se mohou kyslik a Ziviny dostat ke stfe-

du nddoru jednoduchou diftizi. Nadory bez funkénich cév jsou vysoce zavislé na

svém mikroprosttedi kvtili zdsobovani kyslikem a Zivinami. KdyZz nadory dosah-
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nou 2mm?, zadind stav bunétné hypoxie, coZ iniciuje angiogenezi. Angiogeneze
je regulovdna jemnou rovnovahou aktivatort a inhibitord.

Hypoxie zvysuje transkripci HIF (hypoxia inducible factor) vedouci k up regu-
laci angiogenetickych proteinti jako naptiklad VEGF (vascular endothelial growth
factor), PDGF (platelet derived growth factor) nebo TNF-o.

Konkrétnéji jsou nddorové cévy obecné charakterizovany abnormalitami, jako
je vysoky podil proliferujicich endotelovych bunék, nedostatek pericytt a tvorba
aberantnich bazalnich membran vedouci ke zvySené vaskularni permeabilité.

Nanocastice o velikosti 20nm aZ 200nm se mohou extravazovat a hromadit
uvnitf intersticidlniho prostoru. Endotelidlni péry maji rozméry od 10 do 1000 nm.
Kromé toho v nddoru chybi lymfatické cévy nebo nejsou funkéni, coz piispiva k
sniZeni Gc¢innosti odplaveni z nddorové tkané. Nanocéstice vstupujici do nadoru
nejsou U¢inné odstranény, a tak ztstavaji v nadoru. Tento pasivni jev se nazyva

“Enhanced Permeability and Retention (EPR)” a objevili ho Matsumura a Maeda

[8].

2.1.2  Protinddorovd imunitni reakce

Reakce imunitniho systému proti nadoru spociva v rozpoznani bunék nddoru a

jejich t¢inném zniceni [15].

2.1.2.1  Antigeny asociované s nadory

Nédory pochdzeji z vlastnich bunék organismu. Proto je imunitni systém mtize do
urcité miry tolerovat. AvSak béhem karcenogeneze dochazi ke genetickym zmé-
nam, a tak se exprimuji proteiny (antigeny) bud pozménéné nebo v jiném mnoz-
stvi, coz je ¢ini rozpoznatelnymi pro imunitni systém. Existuji dva typy antigenti
asociovanych s nddory. Prvni typ je rozpoznatelny pro protildtky (proteiny syn-
tetizované a vylucované B-lymfocyty). Rozpoznavanymi antigeny byvaji obvykle
membranové proteiny. Druhy typ antigenti je rozpoznatelny pro T-lymfocyty [15,
18].

2.1.2.2  Buriky prezentujici antigen

Portinddorovou imunitni reakci mohou iniciovat buriky prezentujici antigen, coz

jsou specializované pomocné buriky imunity. Patfi mezi né dendritické buriky,
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B-lymfocyty a makrofdgy. Dendritické buriky jsou rovhomeérné rozptyleny v tka-
nich, v nichZ pohlcuji antigeny. Pokud jsou aktivovany, pfemisti se do lymfatic-
kych uzlin, kde aktivuji T-lymfocyty s vhodnym receptorem. V mikroprosttedi na-
doru jsou buriky prezentujici antigen zastoupeny dendritickymi butikami a mak-
rofagy. Makrofagy v nddoru vsak casto zptlisobuji inhibici prezentace antigenti
produkci interleukinu 10. Dal$im faktorem narusujicim imunitni reakci proti na-
doru je inhibice dendritickych bunék v nadoru vlivem cytokinti pfitomnych v na-
doru (kromé interleukinu 10 je to napf. PGE, a TGF-f. Prezentace antigenti nddo-
rovymi burtkami mtZe byt znesnadnéna kvili nedostatku antigentl v butikach

nadoru nebo kviili tomu, Ze buriky nddoru jsou pouze slabé antigenni [15, 18].

2.1.2.3 Aktivace a vijznam T-lymfocytii v protinddorové aktivité

K aktivaci vyzrélych a vyselektovanych T-lymfocyt v thymu mtiZe dojit, pokud
se T-bunécny receptor (na povrchu T-lymfocytu) dostane do kontaktu s burikou
prezentujici antigen, na niz se nachdzi komplex antigen-MHC (hlavni histokompa-
tibilni komplex) molekula. Déle je k aktivaci potieba pfitomnost tzv. kostimulac-
niho signélu. Timto signalem je obvykle navazani povrchové molekuly CD28 T-
lymfocyttina CD8o ¢i CD86 antigen-prezentujicich bunék[18]. T-lymfocyty CD4*
a CD8* mohou byt po aktivaci deletovany apoptézou. Tento mechanismus, ktery
slouzi k regulaci nadmérné imunitni reakce, mtize byt pfi¢inou selhani protiné-
dorové imunitni reakce. Existuji dva typy T-lymfocytt, které maji vyznam pro pro-

tinddorovou imunitni reakci [15, 18]:

¢ Th lymfocyty (CD4* T-lymfocyty) - Jejich hlavni vyznam spociva v poskyt-
nuti kostimula¢nich signdld pro navdzané naivni* cytotoxické T-lymfocyty a

v aktivaci antigenu prezentujici buriky [15].

Vv s

¢ Cytotoxické T-lymfocyty - Tyto buriky patfi mezi jednu z nejvyznamnéjsich

bunétnych populaci Gicastnicich se v protinddorové imunitni reakci. Zahr-
nuji dva typy bunék:

— CTL-lymfocyty (cytotoxické; CD8*) — Jejich vyznam spociva v rozpo-

zndvani antigent nadorovych bunék, navazani na tento antigen a né-

sledné znic¢eni nadorové bunky indukci apoptézy.

1 T-lymfocyty, které se jesté nesetkaly s pfislusSnym antigenem, nebyly dosud aktivovany
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— NK-buriky ("natural killers”) — Patii mezi buriky nespecifické (vrozené)
imunity. Majf nejvétsi podil na cytotoxické protinddorové aktivité. Po-

dobné jako CTL-lymfocyty dokazi nadorové burice zptisobit apoptézu.

2.2 BIOLOGICKE UCINKY HYPERTERMIE

Biologicky princip hypertermie je zaloZen na mensi odolnosti nadorové tkané vii-
¢i tepelné zatézi oproti zdravé tkdni. U nddorové tkané s primérem vétSim nez
asi 2 cm prestdva fungovat obranny mechanismus proti zvySovani teploty jiz pfi
teploté nad 41 °C. Tento mechanismus spociva ve zvySeni pritoku krve zasazenou
oblasti. V nddoru jsou v8ak pfitomny novotvorené defektni kapildry, které nejsou
schopny reagovat na zvyseni teploty. U nddorové tkdné ja navic zvysen tcinek
ohfevu vlivem nedostatku kysliku a vyZzivnych latek v nddoru[37].

Problematika biologickych tc¢inkt hypertermie je vSak velmi komplikovana pfe-
devsim z divodu obtiZné realizace experimentti v této oblasti. Mnoho praci zaobi-
rajicich se touto tématikou md proto spekulativni charakter a vysledky nékterych
studif jsou protichtidné[37].

V literatufe se mtZeme setkat s rozdélenim na tepelné a netepelné tcinky elek-

tromagnetického pole[37].

2.2.1  Tepelné ticinky

Pti zvySené absorpci energie jsou obvykle pozorovany tzv. tepelné ticinky mikro-
vinného zéfeni [1]. Téch je vyZivano pti termoterapii [37]. Hlavnim parametrem
urcujicim tepelné tcinky je SAR (specifickd mira absorpce) [1].

Mikrovlnny ohfev vyuziva schopnost nékterych sloucenin (kapalin nebo pev-
nych latek) preménovat elektromagnetickou energii na teplo. Pfenos energie je
zpusoben dielektrickymi ztrdtami, na rozdil od vodivych procesti pozorovanych
pfi konvencnim ohfevu. Mira ohfevu zavisi na dielektrickych vlastnostech mole-
kul, coZ je také v kontrastu konvenénim ohfevem. Tyto charakteristiky znamenaji,
Ze absorpce zafeni a ohfev muZe byt provadén selektivné. Mikrovlnné ozatova-
ni je rychlé a objemové, pfi némz se ohfiva cely materidl soucasné. Naproti tomu

konvencni zahfivani je pomalé a postupné smérem od povrchu vzorku [9].
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Vedle tepelnych tcinki 1ze v biologickych systémech pozorovat téz tcéinky sa-
motného elektromagnetického pole. Oddé€lit od sebe efekt tepelnych a netepel-
nych tcinkt je velmi obtizné [37]. Z tohoto diivodu se v soucasné dobé casto po-
jem tepelné a netepelné ticinky nahrazuje pojmem “tcinky na vysoké resp. nizké

arovni elektromagnetického pole” [24].

2.2.2  Netepelné iicinky

Netepelnymi tc¢inky se rozumi pfimé ac¢inky elektromagnetické energie. Tyto tcin-
Ky jsou pozorovany i pfi velmi nizké energetické trovni, pfi niz nedochézi k te-
pelnym Géinkém [37]. U¢inek ozafovani mikrovlnami na chemické reakce pro-
bihajici v Zivych systémech je velmi slozity. Vliv magnetického pole nebyl zatim
pfesvédcivé objasnén. Otdzka netepelnych tcinkd je stale kontroverzni zalezitosti
[9]. Velizarov napf. naznacuje, Ze expozice elektromagnetického pole zptisobuje
prechodné ticinky a dlouha doba expozice (hodiny, dny) mize vést k urcitému pii-
zpusobeni, takZe malé zmény nemusi byt detekovany. To mtZe byt jednim z pro-
blémt vyzkumu [33]. Podle dalsi studie mikrovlnné zafeni vyvolalo zmény v kon-
formaci chromatinu. Tyto zmény byly podobné zménam indukovanym tepelnym
Sokem. S nejvétsi pravdépodobnosti budou mechanismy netepelnych ti¢inkt zalo-
Zeny na kvantové-mechanickém pfistupu a fyzice nerovnovaznych a nelinearnich
systémt. Tyto tcinky vSak zavisi na né€kolika fyzikdlnich a biologickych promén-
nych [1]. Zavérem tedy lze konstatovat, Ze probihajici studie neprokézaly skodlivé

uc¢inky na DNA, bunétné membréany ani enzymy [24].

2.2.3 Zmény perfuze a okyslicovini

Bylo prokédzéano, Ze mirnd HT miize zvysit krevni perfuzi ohfivané tkané, obzvlas-
té v prvni f4zi ohfevu tumoru. Zlepseni mikrocirkulace by pak mohlo vést ke zvy-
Seni dodavky kysliku. Podle nékterych studii k tomuto jevu pfispiva pfimo tepel-
né zavislé usmrcovani bune€k a ztrata mitochondrialniho membranového potenci-
alu. Naopak jiné studie prokazaly zvysenou spotfebu kysliku pti zvySené teploté
tkané (van’t Hoffiv zdkon). To by pftisobilo proti okysli¢ujicimu tcinku zvysené

perfize. Nékteré studie uvadéji zvyseni perfuze, které trva 24 hodin po HT, coz
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by prospélo pii nasledujicich RT/CT oSetfenich. Jiné studie vSak nemohly tento
vysledek potvrdit.

I kdyZ interpretace zmén perftze a okyslicovani v dtsledku HT jsou stéle kon-
troverzni, vzhledem k tomu, Ze hypoxie je hlavnim pfi¢innym faktorem pro radi-
orezistenci, snizeni hypoxie prostfednictvim HT miize byt odpovédné za pozoro-

vanou radiosenzitizaci [23].

2.2.4 Indukce bunécéné smrti

Apoptéza, nékdy nazyvand bunécna sebevrazda, je geneticky regulovana a je kli-
¢ové k obrané€ a potlaceni rakoviny [7].

Bylo prokazano, Ze hypertermie zptisobuje buné¢nou smrt apoptézou nebo mi-
totickou katastrofou. Hypertermie totiZ vyvoldva rozvinuti obzvlasté tepelné la-
bilnich nehistonovych jadernych proteinti, coz vede k agregaci s okolnimi bilkovi-
nami a ndslednému spojeni s jadernou matrix. V désledku toho jsou naruSeny za-
kladni funkce z4vislé na jaderné matrix, jako je transkripce, replikace nebo opravy
DNA. Porucha replikace DNA nakonec zptisobuje chromozomové aberace, nesta-
bilitu genomu a buné¢nou smrt mitotickou katastrofou.

Apoptéza miiZe byt zprosttedkovéana aktivaci membranového receptoru bunéc-
né smrti a naslednou aktivaci kaspazy 3. Rozsah apoptézy se lisi mezi rliznymi
typy nadort. Navic se méni permeabilita bunéénych a mitochondridlnich mem-
bran, coz vede k prudkému vzrtstu Ca®" v butice, stejné jako k mitochondridlni
depolarizaci coz vede k vybuchtim (bursts) reaktivnich forem kysliku. Oba me-

chanismy mohou déle zvySovat nestabilitu proteinti a apoptézu [23].

2.2.5 Inhibice oprav DNA

Existuji dostate¢né diikazy prokazujici inhibici mechanizmt oprav DNA pfi HT.
Jiz pfi klinicky dosazitelnych mirnych teplotach 41 °C az 42,5 °C spojenych s degra-
daci genu BRCA2 dochazi k inhibici homologni rekombinace. Déle hypertermie
zhorsuje funkci proteinového komplexu Ku, ktery se uplatiiuje pfi opravach DNA.
Pri dodavani tepla jsou téz sniZeny opravy DNA pomoci vystfizeni baze.
Hypertermie funguje na vice trovnich zahrnujicich opravy vystfizenim, spojo-

vani nehomolognich koncti a homologni rekombinaci ovliviiujici opravy 1ézi DNA
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stejn€ jako opravy jednofetézcovych a dvoutetézvovych zlomd DNA. V disledku
toho jsou zlepSeny ucinky 1é¢by poskozujici DNA, jako je chemoterapie nebo adi-

oterapie [23].

2.2.6 Stimulace imunity

Zvysenim télesné teploty se aktivuji rizné slozky imunitniho systému (napf. se
zvysi motilita neutrofild a monocytt, zesili se fagocytéza, zvysi se produkce pro-
tilatek, indukujf se proteiny tepelného soku HSP).

Vysledky studii zabyvajicich se vlivem hypertermie na antigenicitu nadorvych
bunék jsou kontroverzni. Stéle se diskutuje, zda hypertermie zptisobuje rezistenci
nddorovych bunék vici imunitnimu systému nebo ho naopak aktivuje.

Bylo zjisténo, Ze termalni stres mtize aktivovat dendritické buriky. Ty pak jsou
schopny 1épe iniciovat a regulovat imunitni reakci.

Monocyty a makrogagy jsou antigen prezentujici buriky. Podle studie [31] miize
hypertermie zvySovat vychytdvani antigent témito butikami.

Proteiny tepelného Soku HSP jsou stresovymi proteiny, které jsou v burikach ex-
primovany pfi riznych stresovych stimulech véetné tepelnych stimult [15]. HSP
stimuluji aktivitu NK bunék a antigen prezentujicich dendritickych bunék. Pre-
zentace téchto nadorovych antigentt mtize zptisobit specifické protinadorové imu-
nitni odpovédi uskutecriované butikami CD8*[23]. Podle hypotézy [17] se HSP
uvolnéné z buriky po jejim odumfeni navazuji na antigeny nadorovych bunék. Ty-
to komplexy se nasledné vaZzi na dendritické butiky nebo jiné antigen prezentujici
buriky, které potom stimuluji naivni T-lymfocyty, ¢imzZ je aktivovana protinddoro-
va imunitni reakce [15].

Hypertermie tedy pravdépodobné vyvolava vedle pfimych tcinkt na metabo-
lismus bunék i rzné druhy imunitni odpovédi na mistni a systémové trovni.
Konkrétné se jedna napiiklad o zvySovani exprese imunogennich povrchovych
receptorti zesilujicich Gc¢innost a funkci NK (natural killer) buné€k a bunék CD8*
(cyotoxickych T lymfocyti)[23].

Pfimé zvySeni imunogenni aktivity leukocytt je zprosttedkovano zvysenou ly-
zac¢ni aktivitou NK bun€k, aktivaci makrofagti, dozrdvanim dendritickych bunék
a zvysenou produkci cytokinu interferon gamma, stejné jako cytotoxicitou bunék

CD8*. Navic je pfi hypertermii zesilena migrace bunék zvysSenou perfuzi [23].

10
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2.3 TECHNICKA HLEDISKA HYPERTERMIE

V této kapitole se budeme zabyvat technickym vybavenim, které je potteba pro

mikrovlnnou hypertermii, s dirazem na aplikatory a termometricka zafizeni.

=
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J generator Teplotni
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Ridici
pocitaC

37
39

Teplomér |—

VInovodny
aplikator

Biologicka
tkan

Obréazek 2.1: Schéma usporadani termoterapeutické soupravy [36]

Obrazek 2.1 ukazuje blokové schéma technického vybaveni pro termoterapeu-
tickou 1é¢bu. Toto schéma je rozvrZeno pro aplikaci lokalni termoterapie.

Vykon generatoru miize regulovat pocitac, jehoZz tkolem je zajistit pozadovany
¢asovy pribéh teploty. Teplota ve sledované oblasti mtize byt snimédna naptiklad
termoclankovymi, termistorovymi nebo optickymi ¢idly. Tato ¢idla jsou napojena

na centralni teplomér, od kterého ziskava data ¥idici pocitac [36].

2.3.1  Hypertermické aplikitory

Aplikator je jednim ze zakladnich prvki vSech hypertermickych zatizeni. Zavisi
na ném uc¢innost pfenosu energie z generatoru do biologické tkdné a rozhoduje o
rozmérech a tvaru oh¥ivané oblasti [16].

Existuje nékolik typti hypertermickych aplikatort. Z hlediska pouZiti pro rtizné

typy a umisténi nadorti, je mozno rozdélit aplikdtory do néasledujicich skupin.:

11
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* Aplikatory pro intrakavitarni termoterapii: Maji valcovy tvar anebo méné

¢asto velmi plochy tvar.

— Koaxialni intrakavitarni aplikatory - v literatufe patii mezi nejcastéji
diskutované intrakavitarni aplikatory z dtivodu jejich vhodného tvaru
a jednoduchého a tedy i relativné levného postupu vyroby, byvaji rea-

lizovany ve tvaru monopdld nebo dipéli [37].

— Planérni intrakavitarni aplikétory - 1ze je vyrobit z ohebného materialu,
coZz umoziiuje tplny kontakt aplikatoru s biologickou tkani. Planarni
intrakavitarni aplikatory jsou zpravidla odvozeny od mikropéskovych

vedeni a rezonatort [37].

— Sroubovicové intrakavitdrni aplikatory - lze je vyhodné modifikovat

tak, aby se energie vyzafovala “¢elem” aplikatoru [37].

¢ Lokalni aplikatory: Jsou urceny pro lé¢bu nddort ulozenych v blizkosti po-
vrchu téla, ale téZ hloubkovou termoterapii [15]. Existuji 2 zdkladni typy:
vinovodny aplikator, ktery je tvofen tisekem propustného vinovodu, tzn. bu-

zeného nad meznim kmitoc¢tem a déle planarni aplikator

* Regionalni (celotélové) aplikatory - Jsou uréeny pro ohfev rozséhlejsi oblasti
lidského téla. Vytvari sbihavou valcovou vinu nebo jeji ¢ast. Tato vlna se pak

$if1 z povrchu téla smérem dovnitt [36].

¢ Intersticidlni aplikatory - pfedstavuji systém miniaturnich sond zpravidla ve
formé jehel, které se doc¢asné voperuji do nadoru. Teplo je v tomto piipadé
generovano vosokofrekvenénim proudem, ktery protéka mezi jednotlivymi

sondami [37].

V nasi praci se budeme zabyvat aplikatory pro lokdlni termoterapii, pro které

existuje z technického hlediska rozdéleni na aplikdtory vlnovodové a planarni.

2.3.1.1  Vinovodné aplikitory

Nejcastéji se pro klinické aplikace pouZivaji vinovodné aplikdtory vyzafujici ro-
vinnou vlnu. Dochézi u nich k mensi ztraté prendsené elektromagnetické energie
nez u aplikétort, které vyzatuji kulovou nebo valcovou vinu [34]. VInovodna tech-

nika je vyhodné z hlediska moZnosti pfenosu nejvétsiho vykonu, velmi Sirokého

12
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pasma moznych prendsenych frekvenci a tplné potlateného vyzatovani pfendase-
né energie do okolniho prostoru. Nevyhodou vilnovodu jsou mnohem vétsi nakla-
dy na vyrobu oproti mikrovinné integrované technologii (napt. mikropaskovému
vedeni). VInovodnd technika mé proto dobry potncidl vyuZiti pro velmi naro¢né
aplikace, kde cena neni rozhodujicim parametrem [36].

VInovod je kovova trubice, kterd ma nejcast€ji obdélnikovy nebo kruhovy pra-
fez [36]. Z vinovodného aplikatoru se elektromagneticka vlna §ifi coby hloubkova
vlna od mista vniku do hloubéji uloZené tkané [15]. Ve vinovodu se formuje elek-
tromagnetické pole do tzv. vidd podle rozméri kovového plasté. Na formé vidi
zavisi tvar teplotniho profilu v biologocké tkani. Kazdy vid ma svou mezni frek-
venci. Pokud chceme ve vlnovodu budit urcity vid, je tfeba zvolit frekvenci vyssi
nez mezni, aby se energie vlnovodem pfenasela. Pokud bychom zvolili frekvenci
nizsi neZ mezni, pfendSena energie by se exponencidlné tlumila podél vinovodu
a jednalo by se o tzv. evanescentni vidy [14]. V soucasné dobé se jiz pro béZznou
praxi vyuziva i téchto vlnovodii buzenych pod meznim kmitoctem [37].

NP4

Elektromagnetickd energie se vinovodem mitize $ifit formou vlny TE nebo TM.

Y sY

Elektrické pole TE (transverzalné elektrické viny) md jen pfi¢né slozky, magnetic-
ké pole ma i slozku podélnou vii¢i sméru Sifeni. Magnetické pole TM (transverzal-
né magnetické viny) ma jen pfi¢né slozky, zatimco poleelektrické ma i slozku po-
délnou vci sméru Sifeni). Vlna TEM (transverzaln€ elektromagnetickd) ma sloz-
ky elektrického i magnetického pole kolmé na smér Sifeni, podélnd slozka zde
neni. Pfenosovou strukturu v tomto pfipadé neoznacujeme jako vlnovod, (jako
v ptedchozich dvou), ale jako mikrovinné vedeni [35].

Pro jednovidovy prenos energie se pouZziva kmito¢tu fddové v pasmu od stovek
MHz az do stovek GHz. Horni hranice tohoto rozmezi zajisti, Ze rezméry vinovo-
du nebudou pi#ili§ malé, coZ by znesnadiiovalo vyrobu.? Dolni hranice zase zajisti,

aby aplikdtor nemél rozméry prilis velké rezméry a hnotnost, coz by zase znesnad-

fiovalo manipulaci pfi aplikaci [36].

2.3.1.2 Plandrni aplikdtory

Planarni (paskové) aplikdtory se vyuzivaji pro n€které specidlni aplikace, kdejsou
pozadovany malé rozméry aplikétoru, jako naptiklad 1é¢ba koznich nadort na

hlavé pacienta, nadory v tstni dutiné apod.[patent] Plandrni aplikétory jsou tvo-

Pro kmitoctovd pasma vy$si nez 100 GHz lze vyuZit vinovodt, které prendseji vice vidia (tzv.
nadrozmérné vlnovody).

13
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feny paskovym vedenim, které je stejné jako obecné mikrovlnné vedeni schopno
pfenéset vinu TEM. Paskova vedeni se obvykle realizuji na dielektrickdch substra-
tech na bazi korundu nebo teflonu. Vyhodou oproti vinovodné a koaxidlni techno-
logii jsou vyrazné niZsi vyrobni ndklady, mens$i rozméry a niz$i hmotnost a pfikon.
Jejich nevyhodou oproti vinovodné a koaxidlni technice je podstatné nizsi mérny

v v,

ttlum a také o né€kolik fad niZ8i maximdlni pfenositelny vykon [35].

* Mikropaskové vedeni — Mikropaskové vedeni je tvofeno tenkou destickou
(0,2mm az 1 mm) z nizkoztratového dielektrika. Spodni plocha této desticky

je celd pokovena. Na vrchni stran€ jsou vytvofeny tenké kovové pasky [35].

* Symetrické paskové vedeni — Symetrické paskové vedeni je tvoreno tenkou
dielektrickou destickou, kterd je pokovena z obou stran. Uvnitf dielektrika

je velni tenky stfedni vodi¢ [35].

¢ Koplanarni vedeni — Vodi¢e koplandrniho vedeni leZi na jedné stran€é die-
lektrické desticky. Vyhodou je snadnd vyroba, nevyhodou je vedeni viny TE

s nulovou mezni frekvenci pti vyssich frekvencich [35].

¢ Stérbinové vedeni — Stérbinové vedeni je svou geometrii velmi podobné ko-
plandrnim vedenim. Vodice lezi také na jedné strané dielektrické desticky.

Mezi nimi je $térbina, jejiZ $itka je mnohem mensi nez Sifka vodic¢t [35].

2.3.2 Termometrickd zarizeni

Meéfeni teploty v biologickych tkanich je v sou¢asé dobé nejvyznamnéjsim tiska-
lim hypertermie. Komplikace zptisobuji zejména nehomogenita biologické tkané,
u které dochazi k nerovhomérnému ohfevu, a promeénlivost pritoku krve danou
oblasti, v jejimZ dtisledku se dany region ochlazuje rtizné rychle. BéZné dostupny-
mi termometrickymi p¥istroji je vSak moZno méfit teplotu jen v né€kolika bodech
v prostoru. Informace o dosaZené teploté je tedy omezena a zatizend fadou pro-
blémi, které budou nastinény dale v textu. Méfeni kovovymi teplotnimi ¢idly s
sebou prindsi jesté dalsi komplikace, které budou rozebrany v kapitole Diskuze.
V soucasné dobé se vyuziva neinvazivni méfeni teploty pomoci nuklearni magne-
tické rezonance nebo mikrovlnného radiometru, které umoZznuji ziskat informaci

o tfidimenziondlnim rozloZeni teploty s vysokym rozliSenim [15].
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2.3 TECHNICKA HLEDISKA HYPERTERMIE

2.3.2.1  Termoclinek

Princip termoclanku je zaloZen na Seebeckové efektu. Pokud mame dva vodice
z rliznych materiald, které jsou na jednom konci galvanicky spojené a na druhém
rozpojené, na rozpojeném konci bude naméfeno napéti (Seebeckovo napéti), jez

je funkci absolutni teploty T spoje.

esB=aT (2.1)

kde oje Seebecktiv koeficient a je obecné funkci teploty.

Métenim Seebeckova napéti tedy lze v principu urdit teplotu v daném misté

[37]-

2.3.2.2 Termistor

Termistor je polovodictovey odporovy senzor, ktery vyuZiva zavislosti odporu na

teploté [15]. Tato zavislost byvéa aproximovéna Steinhart-Hartovou rovnici

1
T:A+BmR+QmRP (2.2)

kde T je termodynamicka teplota, R je odpor termistorua A, B a Cjsou konstanty
pro optimalizaci aproximace, které 1ze urcit zméfenim zavislosti ve tfech bodech.
Timto zptisobem I1ze dosahnout pfesnosti asi 0,2 °C pokud je méfeny rozsah teplot
do 100 °C.

Termistor je velmi citlivy prvek pro méfeni teploty. ProtoZe vlastnosti termisto-
rti jsou specifické pro kazdy konkrétni snimac, je nutnd jejich pecliva a pravidelna
kalibrace.

Jednim z problémil pfi méfeni vétSich teplotnich rozdilti pomoci termistoru je
nelinearita zavislosti teploty na odporu, coz ale v 1ékafskych aplikacich, kde je

relativné maly rozsah teplot, neni podstatné [37].

2.3.2.3 Opticky senzor

Opticky senzor je tvofen optickym vldknem, do kterého je vysilan opticky signal o
definovaném vykonu z LED nebo polovodi¢ového laseru. Na vystupu je fotodetek-
tor, ktery pfijima senzorem modulovany opticky signél. Senzor moduluje opticky
signal na zakladé teplotné zavislé zmény indexu lomu & absorpénich vlastnos-

ti. Pomoci optického senzoru je moZno urcit teplotu v intervalu —50°C az 300 °C
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2.4 MAGNETICKE VLASTNOSTI MATERIALU

s rozliSenim az 0,1 °C. Velkou prednosti optickych senzort teploty je, Ze neobsa-

huji kovové soucasti [15].

2.4 MAGNETICKE VLASTNOSTI MATERIALU

Magneticky stav materidlu je dan magnetickym momentem jeho atomii. Pomér
vektorového souc¢tu magnetickych momentti vSech a tomu materialu ku objemu
materidlu se nazyva magnetizace. Ta popisuje magneticky projev materidlu. Mag-
neticky moment je vektorova fyzikalni veli¢ina urc¢end nasledujicimi faktory: po-
hybem elektronti po orbitdch kolem atomového jadra, spinem elektronti (vnitfni
magneticky moment) a vnéjSim magnetickym polem které ovliviiuje pohyb elek-
trond. Velikost magnetického momentu jadra je v poméru k magnetickému mo-

mentu elektronti asi 1:2000. Na celkové magnetické chovani atomu tedy nem4 vliv

[30].

2.4.1  Domény

Domény jsou spontdnné zmagnetované oblasti [13]. Skupiny magnetickych mo-
mentt jsou uvnitf domény orientovdny stejnym smérem a kooperuji spolu. Smér
orientace uréuje magneticka anisotropie [30]. Domény jsou oddéleny energetic-
kymi bariérami, tzv. doménovymi sténami, s ur¢itou charakteristickou Sitkou a
energii potfebnou k jejich vytvofeni a existenci. Se zmenSujicimi se rozméry ¢as-
tic ubyva pocet domén. Od urcitého kritického rozméru jiz neni vytvareni domén
z energetického hlediska moZné. Takové ¢astice jsou jednodoménové [13, 30].
Magnetické mommenty vSech atomii jednodoménovych ¢astic mifijednim (snad-

nym) smérem urcenym magnetickou anisotropif [30]. Z toho diivodu Jednodomé-

nova ¢astice vykazuje velmi vysoky magneticky moment [13].

2.4.2 Interakce mezi magnetickymi momenty v ldtce

V magnetickych latkach dochazi k interakcim mezi magnetickymi momenty ato-
mu a mezi magnetickymi momenty s elektrickym potencidlem jejich okoli. Mag-
netické interakce podporuji uspofddani magnetickych momentti, zatimco teplotni

fluktuace zpisobuji jejich neusporddanost. Nad tzv. kritickou teplotou prevazu-
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2.4 MAGNETICKE VLASTNOSTI MATERIALU

ji teplotni fluktace a materidl vykazuje paramagnetické vlastnosti. Pod kritickou
teplotou pfeaZzuje sila magnetickych interakci a magnetické momenty v latce jsou
usporadané [30].

Interakce magnetickych momentti s elektrickym potencidlem jejich okoli vytva-
ff magnetickou anisotropii (magnetické vlastnosti jsou zavislé na sméru ptisobeni
vnéjsitho magnetického pole). Magnetickd anisotropie pak urcuje magneticky vy-
znamné osy (snadné a téZké osy magnetizace) v materidlu. Anisotropni magne-
tické chovani vykazuji magneticky uspotddané latky [30].

Anisotropie udéluje krystalu magnetickou energii. Aby byla spInéna podminka
minima celkové magnetické energie, ktera plati pro rovnovazny magneticky stav,
je energeticky vyhodné rozdéleni krstalu na tzv. domény (oblasti se vzdjemné od-
liSnym smérem spontanni magnetizace). Zména sméru magnetizace na rozhrani
dvou domén neni skokovd, ale spojitd. Neélova nebo Blochova sténa je pfechodo-
vé oblast mezi dvéma spontanné zmagnetovanymi oblastmi (doménami). Vektor
magnetizace se v této oblasti spojité méni (pfetaci) z jednoho snadného sméru
v jedné doméné do jiného snadného sméru v druhé doméné. Energie spotfebova-
né vznikem doménové stény sniZzuje celkovou magnetickou energii. Je mnohem

snadné&jsi magnetovat uspotddany material podél snadné osy nez podél tézké osy

- rozliSujeme snadné a tézké osy magnetizace [30].

2.4.3 Déleni magnetickych materidlii

Magnetickd susceptibilita yx,, je definovana jako pomér magnetizace M ku inten-

zité vnéjstho magnetického pole H.

Xm = (2.3)
Vnéjsi magnetické pole indukuje magnetizaci v materidlu. Magnetické materi-
aly délime do nékolika skupin dle magnetické susceptibility [30].: M = x,,H
* Magneticky neuspofddané materidly
— Diamagnetické latky, kde -1 < x,, <0

— Paramagnetické latly, kde 0 < y,, <« 1

* Magneticky uspofddané materidly, kde y,, > 1

17



2.4 MAGNETICKE VLASTNOSTI MATERIALU

- feromagnetické
— antiferomagnetické

— ferimagnetické

[30]
2.4.4 Diamagnetismus

Magnetick4 susceptibilita diamagnetickych latek je x,; ~ 107°. Po vloZeni diamag-
netického materidlu do vné&jsiho magnetického pole, se v materialu za¢ne induko-
vat magneticky moment orientovany proti sméru vnéjstho magnetického pole. Ta-
kovyto material je tedy z magnetického pole vypuzovan. diamagnetickd suscep-
tibilita je jedinym p¥ispévkem k celkové susceptibilité, pokud jsou u daného ma-
teridlu vSechny elektrony umistény v uzavfenych elektronovych slupkéch. Dalsi
vyznamnou charakteristikou iamagnetické susceptibility je jeji teplotni nezavis-
lost. Mezi diamagnetické latky patfi napit.: vSechny vzacné plyny a téméf vsechny

organické slouceniny [30].

2.4.5 Paramagnetismus

Vnitfni magnetické momenty atomti paramagnetickych latek spolu magneticky
neinteraguji a jsou nahodné orientovany [26].
Magneticka susceptibilita paramagnetickych latek x, je mala, kladna a zavisla

na teploté T podle Curieho zdkona

Xp = T (24)

kde C je Curieho konstanta. Hodnota x, se pohybuje v rozmezi od 10~* do
107°. Vnéjsi magnetické pole zpiisobi pouze &asteéné uspotadani magnetickych
momentt (a tim i indukci magnetizace). Jeji mira zavisi na intenzité vné&jsiho mag-
netického pole. Magnetickd energie vnéjsiho magnetického pole totiz vyrovnava
magnetické momenty do sméru vnéjsiho pole, zatimco teplotni efekty ndhodnych
fluktuaci zptisobuji neusporddanost smérti magnetickych momentt [30]. Ptikla-

dem paramagnetickych latek jsou are Al, Li, Na, K, Ti, O, [26].
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2.4 MAGNETICKE VLASTNOSTI MATERIALU 19

2.4.6  Feromagnetismus

Elementdrni magnetické dip6lové momenty jsou ve feromognetickych latkach uspo-
fddany do domén [30].

Feromagnetické materidly vykazuji velmi silné vzdjemné interakce mezi atomo-
vymi momenty, z ¢ehoZ vyplyva paralelni uspofddani magnetickych momentt
uvnitf jedné domény. Kazda z domén je zmagnetizovana i bez vnéjsiho magnetic-
kého pole [26].

V jednotlivych doménéch jsou vSak v demagnetovném stavu sméry magnetiza-
ci orientovany nahodné. Jejich vektorovy soucet je tedy roven nule a tudiz i celkova
magnetizace je nulovd. Pokud materidl vystavime vnéjsimu magnetickému poli,
dojde k jeho magnetizaci, coZ se projevi vysokou hodnotu magnetické susceptibi-
lity [30].

Typickymi feromagnetickymi latkami jsou zelezo, nikl, kobalt, gadolinium a je-
jich slitiny. Hodnoty magnetické susceptibility pro ferromagnety jsou v rozmezi
od 1 do 105. Pro kazdy feromagneticky material existuje urcitd teplota (tzv Curie-
ho teplota), ktera odpovida teploté, pfi niz se méni skupenstvi [26].

Kdyz je tato teplota pfekrocena, tak zanikd doménova struktura a material ztréa-

ci své feromagnetické vlastnosti a vykazuje paramagneticky charakter [30].

Ferromagnet

Obrazek 2.2: Schématickd reprezentace doménové struktury ve feromagnetickych materi-
alech [26]

2.4.7 Antiferomagnetismus

Antiferomagnetické vlastnosti vykazuje materidl, v némzZjsou magnetické momen-

ty protismérné viici sobé a jejich velikost je totoZznd. Celkova spontdnni magnetiza-



2.5 NANOMETRICKY MAGNETISMUS

ce je tedy nulova. Typickym piikladem jsou materidly sloZzené ze dvou vzajemné
se prolinajicich magnetickych podmfiZzek, pficemz magnetické momenty atomi
v jedné podmfiiZce jsou orientovany opa¢nym smérem neZ magnetické momen-

ty v druhé podmftiZce. Nad kritickou teplotou, tzv. Néelovou teplotou je material

paramagneticky[30].

2.4.8 Ferimagnetismus

U ferimagnetickych latek jsou magnetické momenty uspofadény antiparalelné,
ale na rozdil od magnetickych momentti v antiferomagnetickych latkdch nema-
ji stejnou velikost. Celkovd magnetizace materidlu je proto nenulova. Ale proto-
Ze obé magnetické podmfizky materidlu maji rozdilnou z4vislost magnetizace na
teploté, mlize se stét, Ze p¥i urcité teploté (tzv. kompenzacni teplota) bude velikost
magnetickych momentt obou podmiiZek stejna a celkovd magnetizace materidlu
tedy bude nulova. Nad Curieho teplotou je materidl paramagneticky, ale magne-

tickd susceptibilita se zde nefidi Curieho zdkonem|[30].

I

Ferrimagnet

Obrazek 2.3: Schématickd reprezentace doménové struktury ve ferimagnetickych materi-
alech [26]

2.5 NANOMETRICKY MAGNETISMUS

Fenomén nanomagnetismu zahrnuje magnetické vlastnosti objektti, které maji ale-
spori jeden rozmér v nanoskopickém rozsahu (1 nm az 100 nm). Vyskyt této samo-
statné oblasti vyzkumu fyziky je zptisoben skute¢nosti, Ze nanoskopické materidly

maji rtizné magnetické vlastnosti ve srovnani se stejnymi materidly v makrosko-

20



2.5 NANOMETRICKY MAGNETISMUS

pickych rozmeérech. Tento rozdil vyplyva ze skutecnosti, Ze magnetické nanoma-

teridly maji nasledujiji vlastnosti [26]:

* Rozméry srovnatelné s velikosti magnetickych domén a délkou vyménnych

interakci mezi magnetickymi momenty atomi [26].
¢ Vy3si pocet povrchovych atomii [26]

¢ Silné interakce s okolim. Vlastnosti nanomateriélt jsou tedy obvykle odvo-

zeny od souborti nanoobjektti [26].

¢ Obtizné reprodukovatelné vlastnosti, protoze pfitomnost nedokonalosti a

defektt se stava dtlilezitéjsi [26].

¢ Krystalova symetrie na povrchu ¢astice je rozpadlé — to vede ke zvyseni po-

vrchové anisotropie [30]

¢ Jejich magnetické chovéni je ovlivnéno silou mezi¢asticovych interakci a struk-

turou nanodastice [30]

Hlavni charakteristické veli¢iny, které definuji vlastnosti magnetického pole jsou

NP

délka vymeény a Sitka doménové stény [26].

2.5.1 Superparamagnetismus

Magnetizace je ve stabilnim stavu diky anisotropni energii, jiZ je uréena energe-
tickd bariéra oddélujici snadné sméry magnetizace. Se zmenSujicimi se rozméry
¢astic se anizotropni energie sniZuje a vyrovndva se s energii teplotnich fluktuaci.
Pokud energie teplotnich fluktuaci pfekond energii anisotropni, smér magnetizace
se samovolné (bez pritomnosti magnetického pole) pieklopi z jednoho snadného
(energeticky vyhodného) sméru magnetizace do druhého [13, 30].

Toto teplotné aktivované magnetické chovani se nazyva superparamagnetismus.
Relaxaéni ¢as udava setrvani magnettckého momentu v jednom snadném sméru
neZ se pfeklopi do jiného [13].

Superparamagnetismus je ¢asto pozorovan u magnetickych jednodoménovych
nanocdstic. V materidlu vétSich rozmérti jsou magnetické momenty rozdéleny do

magnetickych domén. Timto zptisobem systém minimalizuje celkovou magne-

tostatickou enerii. U béZnych feromagnetii je kriticka velikost jedné magnetické
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2.5 NANOMETRICKY MAGNETISMUS

domény typicky 1078 m az 10~ m. Tato velikost definuje kritickou velikost jedné
feromagnetické castice, kterd ptisobi jako jedind magneticka oblast. Existuji spe-
cifické parametry pouZzivané pro popis superparamagnetickych vlastnosti nano-
materiald, jako je blokovaci teplota, TB a magnetokrystalickd anizotropie. V ideal-
nim pfipadé superparamagnetického systému neexistuji vzdjemné interakce mezi
¢asticemi. Blokovaci teplota TB miize byt charakterizovana jako teplota , zmraze-
ni” magnetického momentu nanodcastic (superspin). Pfi teplotdch nad TB nelze
ustanovit stabilni objemovou magnetizaci kvfili teplotnim fluktuacim a systém
vykazuje superparamagnetické chovani podle Curieova zdkona. Nahodné uspo-
radani kazdého magnetického momentu zptisobuje redukci celkové magnetizace.
Pfi teplotach pod TB se superspiny ¢aste¢ek mrazi v ndhodnou orientaci (nemo-
hou se volné otacet, existuje energetickd bariéra). Tepelna aktivace ¢astic nemtze
prekonat anizotropni energii EA a magneticky moment kazdé ¢astice se otac¢i na
nejblizsi osy lehké magnetizace (ziskdvdme nenulovou koercitivitu pole HC, po-

dobné jako u ferromagnett) [6].

2.5.2  Superparamagnetické nanocistice oxidi Zeleza (SPION)

Maji velky potencidl v biomedicinskych aplikacich diky biokompatibilit€, biode-
gradabilité a moZznosti modifikovat jejich povrch, na ktery mohou byt kovelent-
né navazany rtizné bilkoviny, protilatky, ligandy ¢i receptory. SPION mohou byt
transportovany pomoci bilkovin (napf. transferinem ¢i ferritinem).

Kromé terapie naddorti 1ze SPION vyuZit naptiklad pro zobrazovani magnetic-
kou rezonanci a cilenou distribuci 1é¢iv.

Pro vyuziti v biomedicinskych aplikacich je poZadovédna netoxicita, pH-stabilita

ve fyziologickém prostfedi a umisténi do vodného roztoku [13].

2.5.3 Strukturni formy oxidii Zeleza

Oxidy Zeleza jsou sloZeny z iontti Fe a ionti O,. ProtoZe jsou anionty mnohem
vetsi neZ kationty (polomér O, iontu je 0,14 nm, zatimco Fe3" a Fe" jsou 0,065 a
0,082 nm), uspofddani aniontti fidi krystalovou strukturu [26].

Magnetit (Fe,0O,), téZ nazyvany magnetovec (oxid Zeleznatozelezity), je cerny

magneticky minerdl patfici mezi vyznamny oxid Zeleza. Magnetitové nanocésti-
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ce lze ziskavat z magnetotaktickych bakterii, které jej syntetizuji. Vyhoda takto
ziskanych nanocastic je jejich ahodny tvar, biokompatibilita a obal z fosfolipidové
membrany, kterd umoZriuje vazbu bioakticnich latek [13].

Maghemit (y-Fe,O,) je dalsi magneticky mineral, ktery ma vyznam v bioapli-
kacich. Pti pokojové teploté vykazuje feromagnetické vlastnosti. Maghemit, ma
krystalovou strukturu podobnou magnetitu — (tedy struktura inverzniho kubické-
ho spinelu), ale vSechny nebo vétsina iontti Zeleza jsou trojmocné. Pfi rozmérech
mensich nez cca 25 nm zacne byt maghemit superparamagneticky. To se projevuje

velmi silnou magnetickou odezvou po pfiloZeni magnetického pole [13].

2.5.4 Magnetické vlastnosti nanocdstic oxidu Zeleza

Pokud zménime rozméry z mikrometrickych na nanometrické, dojde k dramatic-
ké zméné magnetického chovéani. Magnetické ¢astice mensinez Dct SPM jsou SPM
v pokojové teploté. Kritické primeéry stavu SPM pro nanoc¢astice magemitu nebyly
teoreticky odhadnuty. Podle hlaSenych experimentalnich vysledki jsou maghemi-
tové nanocastice SPM o rozmeérech mensich nez 10 nm p#i pokojové teploté [26].
Magnetické nanocastice maji tendenci vytvaret agregaty v dtisledku magnetic-
kych interakci mezi ¢asticemi. Vysledky studii vlivu interakci mezi ¢dsticemi na

magnetické vlastnosti systému nanocéstic jsou v literatufe intenzivné diskutova-

ny, protoZe bylo zjisténo, Ze siln€ ovliviiuji magnetické chovani nanocastic [26].

2.6 MECHANISMUS VZNIKU TEPLA

Pfi mikrovlnné hypertermii se vyuZziva sttidavého elektromagnetického pole o
frekvencich 434, 915 a 2450 MHz, kdy se ohtiva pfedevsim voda. K ohfevu vody
(tkdné) dochazi bud mechanismem ztrat vodivostnich nebo dielektrickych (posuv-
nych), kdy se ptisobenim stfidavého pole kmitajici elektrické ¢astice tkané opoz-
di za budici sloZkou elektrického pole. Vodivostni ztraty pievladaji pti ptisobeni
elektrického pole o frekvencich niZzsich nez 18 Hz a dielektrické ztraty pfi frekven-
cich nad 18 Hz. Hloubka vniku mikrovinného zafeni do biologické tkané klesa se

zvysujici se frekvenci [15, 16].
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K ohfevu multidoménovych feromagnetik, antiferomagnetik a ferimagnetik do-
chédzi hystereznimi ztratami (jako dtisledek opakovanych zmén magnetické orien-

tace).

2.6.1  Magnetickd hystereze

Hlavnim principem ohfevu nanocéstic vétsich nez 100 nm jsou hysterezni ztraty.

Hysterézni ztraty jsou hlavnim mechanismem ohfivani u nanocéstic 100nm a
vétsich [13].

Hysterezni smycka je funkce zdvislosti magnetické indukce B na intenzité mag-
netického pole H ve feromagnetické latce, jak ukazuje Obrazek 2. 4.

Kf¥ivka prvotni magnetizace zndzoriiuje zmagnetovani feromagnetického mate-
ridlu, ktery je vloZzen do magnetického pole poprvé. Materidl se bude magnetovat
az do tzv. bodu nasyceni (saturace; Obrazek 2.4, (1)). To ve skute¢nosti znamena,
Ze se magnetické momenty uvnitf jednotlivych domén otaceji ve sméru pole. Do-
mény se smérem shodnym s polem zacinaji riist a domény odlisné od sméru pole
se zmensuji. Mozna prodleva rotace magnetického momentu je spojena s pfitom-
nosti lehké a tézké magnetické osy. Ve sméru podél lehké magnetické osy dosah-
ne magnetizace krystalu nasyceni v niz$fm magnetickém poli neZ ve sméru podél
tvrdé magnetické osy. Tento jev se nazyva magnetickou krystalickou anizotropif,
kterd je charakterizovana magnetickou energii potfebnou k otoceni magnetizac-
niho vektoru z lehké magnetické osy na tézkou magnetickou osu. Hodnota této
energie je urena magnetickou anizotropni konstantou, kterd zavisi na krystalové
struktufe a chemickém sloZeni magnetického materialu [26].

Po zaniku magnetického pole zlistane materidl ¢astecné zmagnetovany (Obra-
zek 2.4, (2)). Remanentni magnetismus magneticky mékké latky by zanikl az po
dlouhé dobé vlivem Brownava pohybu ¢astic latky.

Pro rychlejsi zdnik remanentiho magnetismu (jeho demagnetizaci; Obrézek 2.4,
(3)) je tfeba na materidl ptisobit opa¢nym magnetickym polem. Intenzita tohoto
pole se nazyva koercivni intenzita.

Pokud bude ptisobeni opa¢ného magnetického pole pokracovat, material se

opét zmagnetuje a magnetické pély budou opacné (Obréazek 2.4, (4)).
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Obrézek 2.4: Hysterézni smycka [27]

Pro opétovnou demagnetizaci (Obradzek 2.4, (5)), odstranéni remanentniho mag-
netismu (Obrazek 2.4, (6)) a op€tovné nasyceni (Obrazek 2.4, (7)) je tfeba zménit
smér magnetického pole.

Plocha magnetické hysterezni smycky je imérna ztraté energie v materidlu bé-
hem jednoho cyklu zmeény pole (hysterezni ztrata). Tato energie zptisobuje ohfev
materidlu. V z4vislosti na tvaru hysterezni smycky klasifikujeme magnetické ma-
teridly na magneticky mékké (tizka smycka) a magneticky tvrdé (Sirokd smycka).

Tvar magnetiza¢ni kiivky pro objemny magneticky materidl je urcen ti¢innou
magnetickou anizotropii, kterd zahrnuje krystalickou anizotropii (popsanou vyse)
a anizotropii vnitfnich a vnéjsich faktortt demagnetizace. Anizotropie vnitinich
faktortt demagnetizace je spojena se strukturdlni nehomogenitou magnetického

materidlu. Anizotropie vnéjsich faktori demagnetizace je spojena s nehomoheni-

tou tvaru materialu [26].
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2.6 MECHANISMUS VZNIKU TEPLA

2.6.2 Néelova relaxace

V ptipadé, Ze rotacni pohyb vykonava pouze magneticky moment, zatimco samot-
na castice je v klidu, mluvime o Néelové relaxaci. Tepelnd energie je rozptylena v
krystalu pti reorganizaci dipélovych momentd jednotlivych atomi [13].

Teplo zde vznika disipaci energie pfi relaxaci magnetického momentu ¢astice
do své rovnovazné orientace (Néelova relaxace). Rovnovazné orientace definuji
magnetickou jednoduchou osu nanodéstic. Vzhledem k magnetické anizotropii
nanoc¢astic ma magneticky moment obvykle pouze dvé stabilni orientace, které
jsou antiparalelni vti¢i sobé a oddé€lené energetickou bariérou. Pokud je material
vystaven externimu sttidavému magnetickému poli, magneticky moment se otodi,

zmeéni sviij smeér. Tato rotace je brzdéna energii

E =KV (2.5)

jejiz disipaci vznika teplo. K je konstanta anizotropie a V je objem magnetic-
kého jadra. Primérny ¢as mezi dvéma otocenimi se nazyva Néeltiv relaxac¢ni ¢as
a je definovan pomoci Néelovy-Arrheniusovy rovnice (Rovnice 2.6), kde kg je Bol-
tzmannova konstanta, T je absolutni teplota a 7, je materidlova konstanta, jejiz
typiké hodnoty jsou mezi 10~ a 1071% sekund. Tento mechanismus se uplatituje
u jednodoménovych superparamagnetickych nanocéstic. Dalsim mechanismem,

kterym vznika u superparamagnetickych nanocéstic teplo, je Browntiv pohyb[12].

KV
TN = T exp (kB_T> (2.6)

2.6.3 Ohiev Brownovym pohybem

Také mechanismus Brownova pohybu zptisobuje generaci tepla v dtisledku viskéz-
niho tfeni mezi rotujicimi ¢asticemi a okolnim prostfedim, pokud se ¢éstice na-
chédzi uvnitf nosné kapaliny [12]. V disledku viskozity nosné kapaliny a Browno-
va pohybu dojde k opoZdéni vektoru magnetizace za magnetickym polem. Tento
efekt zptlisbi casovou proménlivost momentu otdcent, a tedy rotaci ¢astice v nosné
kapailné. Zména orientace dip6lového momentu tedy neni zptisobena reorientaci

magnetického mometu pouze v jadre, jako je tomu u Néelovy relaxace, ale rota-
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2.7 TEORETICKY ZAKLAD PRO METODOLOGII

ci celé ¢astice nebo shluku ¢astic [19]. K viskéznimu zpomaleni rota¢niho pohybu
dochéziv zavislosti na viskozité kapaliny a hydrodynamickém objemu ¢astice [16,

19, 21]. Tato zavislost je vyjddfena nasledujicim vztahem,

_ 3V
kT

kde T3 je Brownilv relaxacni cas, je # viskozita okolni kapaliny, V je hydrodyna-

B (2.7)

micky objem ¢astice, kg je Boltzmannova konstanta a T je absolutni teplota [19].
Tento typ ztrdty nenf omezen na superparamagnetické astice. Ucinek visk6z-

nich ztrat byl jasné prokazan v experimentech s relativné velkymi (asi 100nm)

drcenymi magnetitovymi ¢asticemi suspendovanymi ve vodném roztoku obsahu-

jicim Zelatinu [12].

2.7 TEORETICKY ZAKLAD PRO METODOLOGII
2.7.1  Definice SAR

SAR (specifickd mira absorpce; jednotka W kg™') je vykon absorbovany jednim
kilogramem tkané. Touto veli¢inou je velmi pfesné definovdna mira expozice bio-
logické tkané.
d (W d (1dW oP 10P
saR =5 (5 ) = 51 (557 ) = 5 = 557 (289)
W je elektromagnetickd energie absorbovana biologickou tkani, t je cas, m je
hmotnost, P je vykon elektromagnetické vlny Sifici se biologickou tkéni p je hus-
tota tkdné a V je jeji objem [36].
Pokud zaedbame vedeni tepla v modelu tkdné, mtZzeme SAR vyjadfit pomoci
¢asové derivace casové zavislého prostorového rozlozeni teploty ve studovaném

modelu.

oT (x,y,z,t) B AT (x,y,z,t)
ot A

SAR =c¢ (2.9)

T(x,y,z,t) je Casové zavislé prostorové rozlozeni teploty a c je mérné teplo mo-
delu[36].
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2.7 TEORETICKY ZAKLAD PRO METODOLOGII

2.7.2  Kultivace bunék

Pro zaloZeni kultury se pouzivaji butiky vyizolované z laboratornich zvifat nebo
od ¢lovéka. My jsme pouZili butiky mysiho (kmen BALB/c) kolorektalniho karci-
nomu. Prvni kultura izolovanych bynék se nazyva primokultura. Po prvni pasazi
bunék (tzn. poté, co se buriky namnoZi a jsou pfeneseny do novych kultivac¢nich
nadob) vznika sekundarni kultura bunék. V sekundérni kultufe se buriky péstu-
ji do doby, neZ je ziskdno dostatecné mnoZstvi bunék pro dané tcely. Nadorové
buriky vétSinou nemaji omezenou zivotnost, nepodléhaji starnuti, na rozdil od
normalnich bunék.

Burikam péstovanym in vitro je tfeba zajistit vhodné sloZeni kultivacniho mé-
dia. Povrch kultivaéni nddoby by mél byt hydrofilni. Vhodn4 teplota pro inkubaci
bunék je zpravidla 37°C a do atmosféry v inkubatoru se vétSinou pridava oxid
uhlicity. Relativni vlhkost atmosféry je udrzovana okolo 90 %.

Kultivaéni médium je tekutina, ve které rostou butiky. Ma do jisté miry napo-
dobovat extracelularni tekutinu. Do média se obvykle pfiddva krevni sérum, nej-
Castéji teleci fetdlni sérum, které bylo pouZito i v naSem pfipadé. FetdIni sérum se
pouzivé z dlivodu pfitomnosti rlistovych faktort, které podporuji déleni bunék.
Dalsi slozkou kultivaéniho média jsou anorganické soli, které maji vyznam pro
udrZeni osmotického tlaku a stalého pH média. Buniky vylucuji do média kyselé
katabolity. Proto se do médif pfidava fenolova cerven, kterd pii pokklesu pH pod
tyziologickou hodnotu zméni barvu na zlutou. Dals{ slozkou kultiva¢niho média
je glukosa, kterd slouzi jako zdroj energie. Nékdy se do kultiva¢nich médii pfti-
dévaji téZ antibiotika jako prevence kontaminace bakteriemi. Tento postup vsak
muZe ovlivnit vlastnosti bunék.

V prvni fazi (log-fazi) se butiky mnoZi exponencidlné. V druhé fazi (plato) se
rast u normdlnich bunék zpomali v diisledku kontaktni inhibice. Pokud normal-
ni buriky vytvoii na dné kultiva¢ni nddoby souvislou vrstvu, jejich nmoZeni se
zastavi. Nadorové butiky nemaji kontaktni inhibici, takZe se nepfestanou mnozit
ani po vytvofeni souvislé vrstvy. Po delsim case by vSak buriky zacly odumirat
v dtsledku nedostate¢ného pfivodu Zivin. Proto se i nddorové buriky musi pasé-
zovat.

Pasdzovani spoc¢iva v uvolnéni pfisedlych bunék od dna kultivaéni nadoby a od

sebe navzajem. Cast bunék se odmyije a ¢ast se pfenese do nové kultivaéni nddoby
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s novym médiem. OdtrZeni bunék je mozno usnadnit enzymaticky — trypsinem
nebo cheleta¢nim ¢inidlem EDTA.

Pro stanoveni po¢tu bunék se pouZzivaji rtizné metody. Pocet buné€k Ize stano-
vit napfiklad odhadem pfi pohledu do kultiva¢ni nddoby a odhadnuti poméru
povrchu kultivaéni nddoby, ktery je pokryt burikami ku povrchu, ktery pokryt ne-
ni. Pro zlep$eni odhadu je mozno pouzit téZ mikroskop. Dalsi, pon€kud pfesn€jsi
metodou je pocitani bun€k v cytometrické (Biirkerové nebo Tiirkové) komomiir-
ce. Tato metoda je pomérné pracnd a zdlouhava. Pro rychlejsi stanoveni pfesného
poctu bunék je mozno pouZit pratokovou cytometrii. Tato metoda vSak zase vy-
zaduje provoz drahého zafizeni.

Po spocitani se buriky obvykle zamrazi na teplotu —80 °C. Takto butiky vydrzi
zivotaschopné po dobu nékolika mésicti aZ let. Dalsi variantou je zmrazeni v te-
kutém dusiku, kde je moZzno buriky ponechat podstatné delsi dobu. Aby pfi za-
mraZovani nedoslo k poskozené bunék krystaly vody, pridiva se do média kryo-
protektivum, obvykle DMSO (dimethylsulfoxid) [32].

2.7.3 Moznosti alpikace magnetickych cdstic

Magnetické ¢astice, obvykle ve formé magnetické tekutiny, mohou dopraveny dovnitf

nadoru nebo do jeho blizkosti jednim ze ¢tyt zptisobti:

¢ Arteridlni injekce: tekutina nesouci magnetické ¢astice se vsttikuje do arteri-
alniho zasobovani nddoru. Tato tekutina mtZe vytvaret gely, které zachycuji
magnetické ¢astice, coz ¢asto zptlisobuje zastaveni ptivodu krve do nadoru.
Modalita 1é¢by jaternich malignit na zédkladé tohoto pojeti se nazyva arteri-

alné emboliza¢ni hypertermie (AEH) [26].

* Pifma injekce: magnetickd tekutina se vstiikne p¥imo do nadoru. Céstice
se nachdzeji v nadorové tkani a vétsina z nich je v intersticidlnim prostoru,
zbytek pak v cévach nebo intracelularné. Na povrch nanocastic mohou byt
navazané tumor specifické protilatky, pro podporu zadrzovani nanocastic v

nadoru [26].

z ¥z

¢ Chirurgickd implantace: feromagnetické ¢astice jsou implantovany béhem
chirurgického zakroku do naddoru. Velikost ¢astic se pohybuje v fddu néko-

lika milimetrti. Aby se pfedeSlo piehfati a sniZila se potieba invazivni ter-

29
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mometrie, pouZzivaji se rtizné druhy slitin k nastaveni poZadované Curieovy
teploty. Tato tzv. intersticidlni implanta¢ni hypertermie se aplikuje pro 1é¢bu

nadord mozku [26].

* Aktivni zacileni: nanocastice jsou bud cilené protilatkami specifickymi pro
nador poskytujici selektivni vazbu na nadorové buriky, nebo pomoci gradi-

e s

entu vnéjsiho magnetického pole (magnetickym zaméfovanim) [26].

2.7.3.1 ZadrZovini nanoldstic v nadoru

Nanocéstice o velikosti 20 nm az 200 nm se mohou extravazovat a hromadit uvnitf
intersticidlnitho prostoru [8]. Pasivni zadrZovani nanocéstic v mikroprostfedi na-
doru je zndmo uZz od druhé poloviny 8o. let. Nanocéstice do bunék nadoru difun-
duji skrze fenestrovany endotel nddorovych kapilar [25]. Endotelidlni p6ry ma-
jl rozméry 10nm az 1000 nm. Kromé toho v nddoru chybi lymfatické cévy nebo
nejsou funkéni, coz prispiva k sniZzeni ti¢innosti odplaveni z nddorové tkané. Na-
nocastice vstupujici do nddoru nejsou ticinné odstranény, a tak ztistavaji v nadoru.
Tento pasivni jev se nazyva “Enhanced Permeability and Retention (EPR)” a ob-
jevili ho Matsumura a Maeda [8]. Retence nanocastic v nddoru je tedy dosaZeno
diky zvySené vaskuldrni permeabilité, tvorbé defektnich cév s velkymi fenestra-
cemi a nedostatecné vyvinutému lymfatickému systému v nddoru (neni schopny
odvadét nanocastice). Tento efekt umoZziiuje akumulaci nanocéstic v pétkrat az

desetkrat vys$si koncentraci v nddoru ve srovnani s normalnimi tkdnémi [25].

2.7.4 Cytokiny

Cytokiny jsou malé proteiny, které jsou uvolriovany rtiznymi burikami v téle, ob-
vykle v reakci na aktivaéni stimul, a které vyvoléavaji odpovéd prostfednictvim
vazby na specifické receptory. Cytokiny mohou ptisobit autokrinnim zptisobem,
pfi¢emZz pusobi na chovani buriky, kterd uvolnuje cytokin, nebo parakrinné - pti-
sobi na sousedni butiky. Diky snaze vyvinout standardizovanou nomenklaturu
pro molekuly vylu¢ované leukocyty a ptisobici na leukocyty, se mnoho cytokint
se nazyva jménem interleukin (IL), po kterém nésleduje ¢islo (napfiklad IL-1 nebo
IL-2). V tomto systému vSak nejsou zahrnuty vSechny cytokiny [18].

IL-1 se tyka dvou proteinti, IL-10a IL-1f3, které jsou produkty odlisnych genti, ale

jsourozpoznavany stejnymi receptory bunééného povrchu. IL-1 je silny imunomo-
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funkce produkéni buriky

IL-1B3 horecka, aktivace T- makrofdgy, epitelidlni
lymfocyti a makrofagti  buriky

IL-10 inhibuje syntézu proza- makrofdgy [20], dendri-
nétlivych cytokinti IL-1a tické buriky, T lymfocyty,
TNF a B lymfocyty

IL-2 proliferace a diferencia- T lymfocyty
ce T-lymfocytti

TNF-o podpora pfi zanétu macrofagy, NK buriky, T

lymfocyty

Tabulka 2.1: Méfené cytokiny [18]

dulétor, ktery zprostfedkovava Sifeni imunitnich a zanétlivych odpovédi véetné
aktivace B a T buneék [2].

Mysi IL-10 byl ptivodné popsén jako CSIF (Cytokine Synthesis Inhibitory Fac-
tor) kvtili své schopnosti inhibovat produkci cytokini. IL-10 je exprimovén v akti-
vovanych CD8" a CD4* T burikach, aktivovanych monocytech, mastocytech a Ly-1
B burikach. IL-10 sdili vice neZ z 80 % sekven¢ni homologii s proteinem BCRFI viru
Epstein-Barr. Funkce IL-10 zahrnuji inhibici makrofagové zprostfedkované synté-
zy cytokinti a potlaceni opozdéného typu hypersenzitivni reakce [3]. Dalsi funkci
IL-10 je inhibice metastazi nadort u mysi prostfednictvim mechanismu zavislého
na NK burikéch [38].

Mysi IL-2 je silny rtistovy faktor, ktery vykazuje svou biologickou aktivitu pri-
marné na T burikach. IL-2 napodobuje rtist a diferenciaci B lymfocytti, NK bun€k,
bunék LAK, monocytt a oligodendrocytti [4].

Mysi TNF-o(Tumor Necrosis Factor-o) je silny multifunkéni cytokin, ktery mtize
mit regulacni, zanétlivé a cytotoxické tcinky na Sirokou $kdlu normalnich lymfo-
idnich a nelymfoidnich buné&k a nddorovych bunék. TNF-oje sekretovan makrofa-
gy, monocyty, neutrofily, T-butikami (primérné CD4" T butikami), NK-butikami a

mnoha transformovanymi bunéénymi liniemi [5].
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CILEAHYPOTEZY

Cilem préce bylo vyhodnotit vliv superparamagnetickdch nanocastic pti hyperter-
mii a optimalizovat metodologii experimentu pro budouci vyzkum.

VloZenim superparamagnetickych nanocastic do nadoru pfed oSetfenim pomo-
cf mikrovlnné hypertermie, bychom méli hypoteticky docilit selektivniho ohfevu
oblasti v okoli nanocastic, které v dtisledku periodicky se opakujicich zmén mag-
netického pole generuji teplo. Takto by bylo dosazeno zefektivnéni mikrovlnné
hypertermie.

Metodologie potiebnd pro realizaci tohoto experimentu zahrnuje pfipravu ¢i
vybér vhodného aplikdtoru a modelu biologické tkang, umisténi nanocéstic do
tohoto modelu (fantomu), pfipravu biologického materidlu pro testovani, ktera
spocava v kultivaci a aplikaci nddorovych bunék, umisténi nanocastic do nadoru,
méfeni teplotnich zmén a vyhodnoceni téinkt tepla pipadné elektromagnetické-
ho pole pfipadné nanocéstic na imunitni systém.

ZvySenim télesné teploty by mélo dojit k aktivaci nékterych sloZek imunitniho

systému.



METODY

4.1 SIMULACE ROZLOZENI SAR

V rdmci piipravy experimentalni aplikace mikrovlnné termoterapie jsme proved-
li porovnéni prostorového rozlozeni SAR ve fantomu svalové tkané u tfi plandr-
nich aplikatorti. Simulace mikrovlnného ohfevu agarového fantomu disponujici-
ho vodnim bolusem byly provedeny v simula¢nim programu Sim4Life. K vypoctu
elektromagnetického pole, ze kterého je potom vypocitdn SAR a S11 parametr, po-
uziva program metodu FDTD (metoda kone¢nych diferenci v ¢asové oblasti), kte-
ra je zaloZend na mapovani elektromagnetického pole v diskrétnich intervalech
prostoru a ¢asu pomoci numerického modelovani.

Nejprve jsme provedli simulace prostorového rozlozeni SAR v homogennim
fantomu svalu pro nami vyrobeny aplikétor. Po vytvofeni geometrie antény a fan-
tomu jsme nastavili parametry pouZitych materidlti a definovali fyziku simulaci.
Pro nastaveni parametr(i pouzitych materidlti jsme vyuzili vlastni databazi pro-
gramu Sim4Life, kterd ¢erpa z databaze I'T'IS Foundation. K disktetizaci numeric-
kého modelu vyuZziva program krychlovou sit. Pro vypocet byl nastaven vykon
5W, frekvence 2,45 GHz a doba expozice 5 minut.

Obrazek 4.1 ukazuje model aplikatoru typu dipdl (vytvofeny ze dvou ¢tvrtvin-
nych paskovych vodi¢t) s vodnim bolusem a fantomem homogenni svalové tkané

vykresleny v programu Simglife.
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Obrézek 4.1: Model vyrobeného aplikatoru

* Rozmeéry substratu (kruhovy atvar): x = 30mm, y = 30mm, z = 1,5mm
¢ rozméry pokoveni na substrdtu: x = 6mm, y = 2mm, z = 0mm

* Rozméry vodniho bolusu (modry prouzek): x = 50 mm, y = 50mm, z = 5mm

Rorméry fantomu (horni ¢ast kvadru, v ¢ervené barveé): x = 50 mm, y = 50 mm,

z = 30mm

Obrazek 4.2 ukazuje model aplikatoru typu radidlni dipdl (tzv. ,, motylek”) po-
skytnuty laborato¥{ mikrobiologického tistavu AVCR.
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Obrazek 4.2: Model aplikatoru typu motylek

* Rozméry substrdtu: x = 30mm, y = 30mm, z = 1,5 mm

* Rozméry pokoveni na substratu: vyska obou rovnoramennych trojihelnikt

je 6,5mm, délka pfepony je 13 mm

® Rozméry vodniho bolusu: x = 50mm, y = 50mm, z = 5mm

Rorméry fantomu: x = 50 mm, y = 50 mm, z = 30 mm

Obrazek 4.3 ukazuje model Stérbinového aplikdtoru poskytnutého katedrou

elektromagnetického pole na CVUT.

* Rozméry substratu: polomér: 25,5 mm, vyska: 1 mm

* rozmeéry a poloha stérbiny: vzdalenost od stfedu k vnitfnimu okraji Stérbiny:

SI8,75mm, vzdalenost od stiedu k vnéjsimu okraji Stérbiny: 9,75 mm
* Rozméry vodniho bolusu: x = 60 mm, y = 60mm, z = 5mm

¢ Rorméry fantomu: x = 60mm, y = 60mm, z = 30 mm



4.2 VYROBA APLIKATORU

Obrazek 4.3: Model stérbinového aplikatoru

—Short- Water hole .

Water __ == i
X —> —— X
~7 »
z - ] - Water Y
N—Connector - | &, bolus
<«— T 1] |~ Dielectric _
Water — S
_h| - Slot line

—Metallizations “~Water bolus

Obrazek 4.4: Schéma stérbinového aplikatoru [29]

4.2 VYROBA APLIKATORU

Na keramicky substrdt s médénou vrstvou jsme prilepili masku dip6lu. Aplikovali
jsme lak citlivy na UV zafeni. Lak jsme vytvrdili na 70°C. Déle jsme substrat s
médénou vrstvou a maskou vystavili UV zafeni po dobu dvou minut. Poté jsme
odlepili masku, odmyli lak pomoci roztoku NaOH ztedéného v poméru 7 g /1. Lak
se odmyl vSude kromé dip6lu, na némz byla maska. Nakonec jsme celou desticku
ponofili do roztoku chloristanu Zelezitého, ktery odleptal médénou vrstvu vsude,
kromé mista chranéného lakem. Lak, ktery ztistal na dip6lu jsme potom odmyli
acetonem.

Konektorem jsme pfipevnili koaxialni kabel k dipélu.
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4.3 EXPERIMENTALNI MODELOVANI TEPLOTNI DISTRIBUCE

Pro experimentalni modelovani teplotni distribuce se pouZzivaji specidlni uméle
pripravené fantomy, které maji simulovat elektrické a teplotni parametry biologic-

kych tkani [37].

4.3.1  Model (fantom) svalové tkiné

Nejprve byl vytvoren fantom z jedlé Zelatiny (bilkovina zivoc¢isného ptivodu). Pro
jeho pripravu bylo pouzito 400 ml vody, 20 g Zelatiny v prasku a 3 g soli kuchyri-
ské. Velkou vyhodou Zelatinového fantomu byla jeho prithlednost. Této vlastnosti
bylo mozno vyuZit pfi aplikaci termoclank. Jeho velkou nevyhodou vsak byla
znacné nedostate¢na tuhost, ktera ptisobila komplikace pfi jakékoli manipulaci, a
nizka trvanlivost v dlisledku osychéni na povrchu. Proto jsme pfesli k testovani

pomoci agarového fantomu, se kterym se snadnéji manipulovalo a byl trvanlivéjsi.

Agarovy fantom byl vyroben z 3 g soli kuchyniské, 40 g agaru a 11 vody.

4.3.2  Urceni parametrii pro aplikitory a fantomy

Pomoci vektorového analyzatoru Keysight FieldFox (Obréazek 4.5) se sondou DAK
12 (Obrazek 4.6) jsme urdili ¢initel odrazu (S11 parametr) pfi vyzafovani do aga-
rového fantomu u vSech tfi aplikétorti.

Dale bylo potfeba urcit dielektrické parametry (specifickou vodivost a relativni

permitivitu) pouZitych fantom.

4.3.3 Ovéfeni teplotni distribuce

Oveéfeni teplotni distribuce jsme provedli pomoci termokamery FLIR, kterd méti
teplotu na principu Max-Planckova vyzarovactho zdkona [37]. Po pétiminutové
mikrovlnné expozici o vykonu 5W bylo tfeba neprodlené provést p¥i¢ny fez fan-
tomu a vyfotografovat termokamerou. Testovani termokamerou vsak umoZiuje
ovéfeni teplotni distribuce pouze ve vertikalnim sméru. Porovnani vSech tfi apli-

katorti jsme proto provedli pomoci porovnéni tvaru a miry koagulace vajecného
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Obrazek 4.5: Vektorovy analyzator Keysight FieldFox

bilku pro kazdy aplikator za stejnych podminek, tedy pfi vykonu 5W po dobu 5

minut.

4.4 OVERENI TEPELNEHO EFEKTU NANOCASTIC

Pro ovéfeni tepelného efektu nanocastic bylo tfeba vyfesit problém stejného expe-
rimentalniho nastaveni pro kazdy pokus.

Zpocéatku jsem pracovala s Zelatinovym fantomem. Bylo potfeba vytvorit dva
fantomy stejnych rozmért. Jeden byl kontrolni bez nanocastic, do druhého jsem
aplikovala nanocastice.

Superparamegnetické nanocastice v injekéni vodé (destilovand, deionizovana
voda) jsem aplikovala injekéni stifkackou s jehlou do Zelatinového fantomu bé-
hem jeho pfipravy - ve fazi tuhnuti. Bylo totiZ potieba zajistit, aby nanocastice
nepropadly na dno nadoby - to by nastalo v pfipadé, Ze by byly aplikovany do
pftilis teplého (neztuhlého) fantomu. Zaroven vSak nebylo zddouci vyckat do tpl-
ného zatuhnuti fantomu, protoze v tom pfipadé roztok s nanocésticemi vytekl
ven otvorem vytvofenym jehlou pifi aplikaci. Pfi injekci nanoc¢éstic bylo potfeba

postupovat velmi pomalu, abychom doséhli kompaktni distribuce v co nejmensim
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Obrazek 4.6: Sonda DAK 12

objemu. I pfi dodrZeni vySe uvedeného postupu vsak nebylo snadné dosdhnout
pozadovaného a hlavné replikovatelného vysledku. Pfi opakovéni experimentu
jsme dosahli pokazdé jiné distribuce nanocastic v agaru. I zavedeni termoclan-
kt vZdy na stejné misto bylo pomérné komplikované. Obrazek 4.7 a Obrazek 4.8
ukazuji, Ze distribuce nanocastic ve dvou pfipadech neni srovnatelna. A protoze
nebylo moZné pouZit stejny Zelatinovy fantom pro vice pokust kvili jeho nedo-

state¢né trvanlivosti, bylo nutné pfejit na jiny experimentalni setup.

Obrézek 4.7: Distribuce nanoc¢éstic v Zelatinovém fantomu pfi jednom z pokusti



4.5 KULTIVACE NADOROVYCH BUNEK

Obréazek 4.8: Distribuce nanocastic v Zelatinovém fantomu pfi jiném z pokusiti

Jako druhy jsme pouzili fantom z agaru, s kterym se podstatné lépe pracovalo.
Byly vyzkousSeny jesté dalsi metody aplikace nanocastic, jako naptiklad vytvoreni
otvoru ve fantomu, vloZeni f6lie na dno tohoto otvoru, vyplnéni otvoru tekutinou
s nanocésticemi (Obrazek 4.9) a nasledné pfekryti vrstvou agarového fantomu.
Ani temto postup se v8ak neukézal jako optimalni.

Jako nejptesnéjsi a nejlépe replikovatelnd metoda se ukazala aplikace nanocis-
tic do agarového fantomu v mikrozkumavkach. Mikrozkumavka byla do fanto-
mu vloZena pred jeho zatuhnutim. Po zatuhnuti bylo moZzno mikrozkumavku
vyjmout a naplnit nanocéasticemi. Na dno mikrozkumavky pak byl umistén ter-
moclanek, ktery po dobu expozice snimal teplotu z jednoho pfesné definovaného
mista pfimo v roztoku s nanocasticemi. Po vychladnuti fantomu na ptivodni tep-
lotu pfed expozici mohla byt mikrozkumavka s nanoc¢asticemi vymeénéna za kon-
trolni mikrozkumavku s vodou. Obé mikrozkumavky byly samoziejmé stejnych
rozméru i dielektrickych vlastnosti. Na dno mikrozkumavky byl opét umistén ter-
moclanek. Pfi tomto experimentdlnim nastaveni (Obrédzek 4.10) jsme méli zaruku,
Ze jsou nastaveny stejné podminky pro kontrolni i testovany vzorek v mikrozku-

mavce.

4.5 KULTIVACE NADOROVYCH BUNEK

Buriky CT26, které jsme kultivovali (Obrazek 4.11), jsou buriky kolorektalniho kar-
cinomu my$i BALB/c. Pfi praci s butikami bylo nezbytné nutné dodrzovat pfisné
opatfeni zabranujici kontaminaci kultur bakteriemi ¢i plisnémi. Tato prace zahr-

novala vymeénu média dvakrat az tfikrat tydné (pokud bylo médium Zluté vlivem
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Obrazek 4.10: Vitézné experimentélni nastaveni

kyselych katabolitti bunék, bylo pipetou odsato a vyménéno za 10 ml cerstvého
média) a pasazovani bunék cca jednou tydné. V zorném poli mikroskopu jsme
zkontrolovali stav buné€k a pasdZovali jsme v pfipadé, Ze byla vytvofena souvisla
vrstva bunék na dné kultivaéni nddoby. Pasazovani jsme provedli uvolnénim pfti-
sedlych bunék od povrchu a pfenesenim do nové kultiva¢ni nadoby s cerstcym
médiem. Uvolnéni od povrchu bylo mozno u bunék CT26 provést i pouze mecha-
nicky - proudem kultiva¢ntho média z pipety. Pocitani bunék pred zamrazenim
jsme provedli pomoci Biirkerovy komtrky. Po spocitdni jsme butiky uloZili do
hlubokomrazictho boxu o teploté —80 °C a uschovali pro pozdéjsi aplikaci mysim.
Aby nedoslo k poskozeni bunék mrazem, pouZili jsme kryoprotektivum DMSO.
Po rozmrazeni byly nddorové buriky aplikovany osmi mySim (1 milion bunék na

mys$). Nadory mysim vyrostly do poZzadované velikosti za 10 dni.
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Obrazek 4.11: Buniky CT26, 8ox

4.6 APLIKACE SUPERPARAMAGNETICKYCH NANOCASTIC DO NADORU

Testované mysi mély pod kiizi na zddech nddory o primeéru cca 25 mm. Pfed oSet-
fenim jsem mySim podala anestetikum (70 p Ismési ketaminu a xylazinu). Oblast
nadoru jsem vyholila a vydezinfikovala betadinem.

Do hloubky cca 7mm v nddoru jsem aplikovala 100 pl superparamagnetickych
nanocastic Fe,O, bez povrchové modifikace. Koncentrace nanocéstic v roztoku
byla 4,4 mg/ml. Kontrolni mysi jsem aplikovala 100 ul PBS - fosfatovy pufr (fyzio-
logicky roztok).

Do néddoru jsem voperovala dva termoclanky. Jeden byl umistén do spodni ¢asti
nadoru, tedy do hloubky cca 15 mm a druhy do blizkosti povrchu, do hloubky cca
3mm v nddoru. Oba termoclanky jsem se pokusila umistit tak, aby byly kolmo ke
sméru $ifeni elektromagnetického pole. Do ucha jsme aplikovali tfeti termoclanek
pro méfeni zmény systémové télesné teploty.

Nad nador byl umistén planarni aplikator typu bowtie spojeny koaxidlnim ka-
belem s mikrovinnym generatorem Sairem pracujicim na frekvenci 2,45 GHz. Na

generaroru jsem nastavila vykon 5W.
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Obrézek 4.12: Experimentélni nastaveni s laboratornim zvifetem

Po dobu 5 min byla zaznamendavana teplota z obou termoc¢lankt do termometru,
ktery posilal informaci pocitaci, kde byla data ukladana v nastaveném intervalu
5 sekund. Pokud by doslo k pfekroceni termoterapeutické teploty zaznamenané
minimélné u jednim z termoclank 45 °C, generétor byl okamZité vypnut. Po vy-
chladnuti na minimalni termoterapeutickou teplotu 42 °C jsem generator opétov-
né zapla.

Termoterapeutickd teplota byla udrZzovana po dobu 5 minut se stejnym postu-
pem u kontrolni mysi. Po vychladnuti nddoru na ptivodni teplotu bylo zkontro-
lovdno misto kontaktu aplikatoru s kiizi zvifete. Na ktiZi nebyly patrné zmény
zpusobené tepelnym poskozenim pravdépodobné v disledku relativné nizkého
vykonu. Po kontrole jsme zopakovali aplikaci vykonu jesté dvakrat se stejnym po-
stupem a u obou mys3i.

Zavérem byla odebrana krev a provedena eutanazie obou mysi. Odebrand krev
byla pfenesena do mikrozkumavky typu Eppendorf a po dobu 45 minut byla po-
nechdna pfi pokojové teploté. Mysi byl odebrdn nador a zakonzervovan v para-
formaldehydu v chladniéce pfi 5°C pro budouci histologické vySetfeni, kterym
bych chtéla navazat v dalsim studiu.

Po 45 minutéach v pokojové teploté jsme mikrozkumavky s krvi umistili do ro-
toru centrifugy Hermle Labortechnik GmbH vychlazené na 5 °C naproti sobé tak,
aby byl rotor vyvéazeny. Centrifugace krve probihala po dobu 30 minut pfi od-
sttedivém zdrchleni 1500 g, tedy tisic péti set nasobku tthového zrychleni, coz u
pouzitého rotoru odpovidalo otackdm 3500 min~.

Po vyjmuti z centrifugy jsem pomoci pipety odebrala supernatant (krevni sé-

rum) a pfenesla jej do nové popsané mikrozkumavky. TotéZ bylo provedeno u krve
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kontrolni mysi. Tato prace byla provedena v lamindrnim boxu ve sterilnich pod-
minkach. Uzaviené mikrozkumavky byly pfeneseny do hlubokomrazictho boxu
a uschovany pro analyzu pomoci testu ELISA.

Tento postup jsme zopakovali celkem u ¢ty¥ dvojic mysi.

4.6.1  Ovéfent koncentrace cytokinii

Koncentrace cytokinti v krevni plazmé byla stanovena pomoci sendvi¢ového Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Testovali jsme pfitomnost nésledujicich
cytokinti: IL-18, IL-2, IL-10, TNF-o. My3i IL-1f3, IL-2, IL-10, TNF-aspecifickou mo-
noklondlni protildtkou se potdhne povrch dvou 96-jamkovych desti¢ek. Do jamek
se pfidaji standardy a vzorky a cytokiny se vdZou na imobilizované Capture Anti-
body. Poté se pridd anti-mouse IL-2, IL-10, IL-1b a TNF-uspecifickd detekéni proti-
latka. Tim se vytvoii sendvi¢ protilatka-antigen-protilatka. Dale se pfida Avidin-
kfenovéa peroxidaza nasledovand TMB Substratem, ktery vytvaii modrou barvu v
z4vislosti na koncentraci cytokint pfitomnych ve vzorku. Na zavér se pfida Stop
Solution, ktery zméni barvu reakce z modré na Zlutou a pomoci spektroskopu se
precte absorbance pro vinovou délku 450 nm.

Test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) byl proveden z krevniho
séra mysi ziskaného odbérem krve a nasledné separaci séra 48 hodin po mikrovin-
né terapii u jedné dvojice (kontrola-mys oSetfend nanocasticemi) mysi a ihned po
expozici u zbylych tif dvojic testovanych mysi.

Nejprve jsme upravili koncentrace proteinti ve vzorcich tak, aby byly vSechny
stejné podle nejméné koncentrovaného vzorku. Koncentrace proteinti v nejméné
koncentrovaném vzorku byla spektroskopicky stanovena 37,28 g /1.

Pouzili jsme dvé 96-jamkové desticky, které jsme oznacili po tripletech. Do kaz-
dé jamky jsme pridali 100 pl roztoku Capture Antibody (35 ul) ztedéného v 7 ml
PBS (Phosphate-Buffered Saline) pro IL-10 a v 7 ml Coating Bufferu pro zbylé tfi
cytokiny. Pfes noc jsme nechali inkubovat obé uzaviené desticky v chladicim boxu
pfi teploté 5 °C.

Dalsi den jsme obé desticky promyli ¢tyfikrat 300 pl Wash Bufferu do kazdé
jamky. Po kazdém promyti bylo vzdy nutné vyklepnout zbytky Wash bufferu na

savy papir. Kazdé dalsi promyvani probihalo stejnym zptisobem.
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Pro zablokovani nespecifické vazby a redukci pozadi jsme pridali 200 ul Assay
Diluentu na jamku, uzavteli desticku, nechali inkubovat jednu hodinu p#i poko-
jové teploté na destickovém shakeru. Behem blokovani desti¢ky jsme si pfipravili
standartni dilu¢ni fadu.: Ze zasobniho roztoku Assay Diluentu jsme si pfipravi-
li 500 pl top standartu o koncentraci mysiho standartu 2000 pg/ml. Provedli jsme
Sestkrat dvojkovou fedici fadu top standartu s Assay Diluentem v oddélenych mi-
krozkumavkach. Po nafedéni jsme tedy méli koncentrace mysiho standartu 2000,
1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,025 pg/ml. Kalibra¢ni fadu jsme udélali pro vSechny
¢tyfi mysi standardy. Jen pro IL-2 byly vysledné koncentrace mysich standartt
jiné: 125, 62,5, 31,3,15,6,7,8, 3,9, 2pg/ml.

500 L 500 pL 500 ul 500 L 500 ul 500 pl

a b

Stock 5000 1,000 5 5 313 pg/mL
Solution

Obrazek 4.13: Kalibra¢ni fada

Ctytikrét jsme promyli obé& desti¢ky a p¥idali 100 pl standartnich koncentraci a
vzorkt do pfislusnych jamek. Obé desticky jsme uzavteli a inkubovali 2 hodiny
pfi pokojové teploté na shakeru. Poté jsme provedli ¢tyfikrat promyti. Do kazdé
jamky jsme pfidali 100 pl nafedéné detekéni protilatky, uzavieli jsme desticky a
nechali 1 hodinu inkubovat na shakeru pti pokojové teploté. Po promyti (opét ¢ty-
fikrat) jsme pfidali 100 pl natedéného Avidin-HRP do kazdé jamky. Desticky jsme
uzavteli a na shakeru nechali pfi pokojové teploté inkubovat 30 minut. Obé destic-
ky jsme pétkrat promyli. P¥idali jsme 100 ul TMB substratu a nechali inkubovat ve
tmé. Kontrolovali jsme rozvinuti poZadované barvy u standartni fady. Pozitivni
jamky zmodraly. Reakci jsme zastavili ptidanim 100 pl roztoku H,SO,. Pozitivni
jamky zeZloutly.

Spektroskopicky byla stanovena absorbance pro 450 nm.

Pro uréeni koncentraci vzorki jsme pouZili zndmé koncentrace u kalibra¢ni fa-
dy. Jejich proméfenim jsme ziskali absorbance odpovédajici danym koncentracim.
Vynesli jsme do grafu zédvislost koncentrace na absorbanci. Tato funkce by méla
byt linedrni, proto jsme ji proloZili pfimkou. Z této zavislosti potom bylo mozno

urcit koncentrace vzorkii.
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4.6 APLIKACE SUPERPARAMAGNETICKYCH NANOCASTIC DO NADORU

Standardni kfivka I1L-13

y=0,0026x-0,0149
R?=0,99241

500 1000 1500 2000
Concentrace v pg/ml

Obréazek 4.14: Standartni k¥ivka pro IL-1(3

Standardni krivka IL-2

y=0,0283x+0,0498
R?=0,99762

20 40 60 80 100

Concentrace v pg/ml

Obrézek 4.15: Standartni k¥ivka pro IL-2
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4.6 APLIKACE SUPERPARAMAGNETICKYCH NANOCASTIC DO NADORU

Standardni krivka IL-10

y=0,0007x-0,0756
R*=0,98729

500 1000 1500

Koncentrace v pg/ml

Obrazek 4.16: Standartni kiivka pro IL-10

Standardni krivka TNF-a

y=0,0106x+0,3751
R2=0,96918

100 200 300 400

Koncentrace v pg/ml

Obrézek 4.17: Standartni k¥ivka pro TNF-o
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VYSLEDKY

V této kapitole jsou uvedeny vysledky softwarovych simulaci parametru S11 a pro-
storového rozlozeni SAR ve srovnani s vysledky experimentdlniho méfeni téchto
veli¢in. Déle je zde porovndni pribéhti teplot pro subjekty s nanocédsticemi vysta-
vené mikrovinnému zafeni a pro subjekty bez nanocastic vystavené mikrovinné-
mu zafen{ za stejnych podminek.

V této kapitole jsou uvedeny téz uvedeny téz vysledky meéfeni dielektrickych

parametrdl dvou druhti testovanych fantomu (Table 5.1)

agarovy fantom Zelatinovy fantom
specificka vodivost 2,15Sm™! 1,87Sm™!
relativni permitivita 74,62 75,05

Tabulka 5.1: Dielektrické parametry testovanych fantomu

Na zavér je zde prehled vysledkt testu ELISA.

5.1 VYSLEDKY SIMULACI

Obrazek 5.1a naznacuje, Ze virtudlni obvod je impedanc¢né pfizptisoben. To zname-
na, Ze jsme nasli takovou velikost dip6lu, aby rezonoval pfi frekvenci 2,45 GHz. Pfi
této frekvenci tedy dochazi k minimalnimu odrazu. Tato funkce vznikne fouriero-
vou transformaci vstupniho signélu. K minimalnimu odrazu dochazi dle simulaci
i u zbylych dvou aplikédtort (Obrazek 5.1b a Obrazek 5.1c). Modul ¢initele odra-
zu na pracovni frekvenci pro vyrabény aplikator byl na vektorovém analyzéatoru
naméfen —11dB. Pro aplikdtor typu motylek —14 dB a pro $térbinovy aplikator
—15dB.
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Obrézek 5.1: Parametr S11
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Obrazek 5.2 a Obrazek 5.3 ukazuji profil SAR od aplikdtoru do hloubky 30 mm
fantomu ve vertikdInim fezu (jednou v soufadnicich xz a podruhé v soufadnicich
yz) jednotlivé pro vSechny tfi aplikatory. V hloubce 5 mm je pfechod mezi vodnim

bolusem a fantomem.



5.1 VYSLEDKY SIMULAC{

[W/kg]
0.8

(a) Profil SAR v soufadnicich x, z vyrdbéného aplikdtoru

[W/kg]
0.8

(c) SAR v soufadnicich x, z aplikdtoru typu motylek

[W/kg]
0.8

(e) SAR v soufadnicich x, z sté€rbinového aplikdtoru

Obrézek 5.2: Profil SAR v soufadnicich XZ
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[W/kg]

lO.8

(a) SAR v soufadnicich y, z vyrabéného aplikatoru

[W/kg]

lo.8

(c) SAR v soufadnicich y, z aplikatoru typu motylek

[W/kg]

lO.8

(e) SAR v soufadnicich y, z Stérbinového aplikatoru

Obrazek 5.3: Profil SAR v soufadnicich YZ

Obrazek 5.4 a Obréazek 5.5 ukazuji profil SAR v horizontalnim fezu v réiznych

hloubkach opét pro vSechny tfi aplikatory.
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(a) SAR v soufadnicich x, y v hloubce 5 mm vyra-
béného aplikatoru

(c) SAR v soufadnicich x, y v hloubce 5mm apli-
katoru typu motylek

(e) SAR v soufadnicich x, y v hloubce 5mm $tér-
binového aplikatoru

Obrézek 5.4: Profil SAR v soufadnicich XY v hloubce 5 mm
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[W/kg]
0.8

(a) SAR v soufadnicich x, y v hloubce 10 mm vy-
rabéného aplikatoru

[W/kg]
0.8

(c) SAR v soufadnicich x, y v hloubce 10 mm apli-
katoru typu motylek

(e) SAR v soufadnicich x, y v hloubce 10 mm $tér-
binového aplikatoru

Obrézek 5.5: Profil SAR v soufadnicich XY v hloubce 10 mm



5.2 VYSLEDKY EXPERIMENTALNfHO MEREN{ DISTRIBUCE SAR

5.2 VYSLEDKY EXPERIMENTALN{HO MEREN{ DISTRIBUCE SAR

Obrazek 5.6, Obrazek 5.7 a Obréazek 5.8 ukazuji porovnani prostorové distribuce
absorbovaného vykonu pro jednotlivé aplikatory pfi aplikaci stejného mikrovIn-
ného vykonu po stejny ¢as do vaje¢ného bilku.

ProtoZe jsme se rozhodli pro pouZiti aplikatoru typu motylek, zdokumentova-

li jsme teplotni porfil vytvofeny v agaru pomoci tohoto aplikdtoru pro agarovy

fantom pomoci termokamery FLIR (Obréazek 5.9)

Obrazek 5.6: Vyrobeny aplikator

Obrazek 5.7: Aplikétor typu motylek

Obrazek 5.8: Stérbinovy aplikator
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5.3 EFEKT NANOCASTIC NA PRUBEH TEPLOTY

Obrazek 5.9: Teplotni profil v agaru po expozici pomoci aplikdtoru typu motylek

5.3 EFEKT NANOCASTIC NA PRUBEH TEPLOTY

Vysledky méfeni ¢asového priibéhu teplot v agaru pro méfeni teploty ve vzdale-
nosti cca 12mm od aplikdtoru zachycuje Obrazek 5.10a a pro méfeni ve vzdale-
nosti 17mm Obrazek 5.10b. Na obou obrdzcich modréa k¥ivka odpovida prtbéhu
teploty v roztoku s nanocasticemi, zatimco oranzovd kfivka odpovidé priibéhu

teploty v roztoku s vodou.

nérﬁst{tgploty (°C) nérl?lst1t§;_)loty (°C)
10} 10l
5¢ 5l

500 000 iso0 25 500 1000 1500 25
_5 _5_

(a) (b)

Obrézek 5.10: Ovéfeni tepelného efektu nanocéstic ve fantomu

Vysledky méfeni ¢asového pribéhu teplot v hloubce 3 mm v nddoru zachycuje
Obrazek 5.11a, Obrazek 5.11b a Obréazek 5.11c. Ve stejném fadku je vzdy trojice
méfeni provedenych na stejné dvojici mysi (jedna s nanoc¢asticemi - modré barva
kfivky, druha kontrolni s PBS - oranZova brva kfivky) za stejnych podminek.

Vysledky méfeni ¢asového pritbéhu teplot v hloubce 15 mm v nadoru zachy-
cuje Obrazek 5.11d, Obrazek 5.11e a Obrazek 5.11f. Uspofddani graft a barevné

oznaceni se shoduje se sérif grafti prtibéht teplot v hloubce 3 mm.
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5.4 VYSLEDKY TESTU ELISA
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Obréazek 5.11: Ovéfeni tepelného efektu nanocastic v nddoru v hloubce 3mm (nahofte) a

15mm (dole).

Na periferii (v uchu) nedochéazelo ke zménam teploty v Zddném u kontrolnich

mySi ani u mySi s nanocasticemi.

5.4 VYSLEDKY TESTU ELISA

Obrazek 5.12, Obrazek 5.14, Obrazek 5.13 a Obrazek 5.15 ukazuji koncentrace jed-

notlivych cytokinti v krevni plazmé. Oznaceni Ctrl odpovida koncentracim dané-

ho cytokinu u kontrolnich mysi, oznaceni Nano koncentracim daného cytokinu u

mysi s nanoc¢asticemi. Oznaceni stejnym pismenem (A, B, C nebo D) rozliSuje po-

rovnavané dvojice (kontrolni, oSetfend nanocasticemi) mysi. Dvojice A, B, C byly

usmrceny bezprostfedné po hypertermii, dvojice D byly usmrceny po 48 hodinach

po hypertermii.

Koncentrace v pg/ml

0

IL-18

RS

CtrlA Nano A Ctrl B Nano B Nano C ctrlc Nano D Ctrl D

Obréazek 5.12: Koncentrace IL-13
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5.4 VYSLEDKY TESTU ELISA

IL-2
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Obrézek 5.13: koncentrace IL-2
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Obrézek 5.14: Koncentrace IL-10

TNF-a

o [ | [

Ctrl A Nano A Ctrl B Nano B Nano C CtrlC Nano D Ctrl D

Obrazek 5.15: Koncentrace TNF-a
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DISKUZE

V7w

Z hlediska impedanc¢niho pfizptisobenti se jevil jako nejlepsi stérbinovy aplikéror,
avSak jeho design byl navrZen pfedavsim pro aplikaci s vodnim bolusem. Pro apli-
kaci bez vodniho bolusu, kterd byla zvolena vzhledem k pouZitému nizkému vy-
konu mikrovlnného generatoru a vzhledem ke zjednoduSeni experimentalniho
nastaveni umoznujiciho lepsi pfesnost méfeni, se lépe hodil kompaktné&jsi aplika-
tor s niz81 hmotnosti. Proto jsme se nakonec rozhodli pro pouZiti aplikatoru typu
motylek, ktery ma vétsi sitku impedanéniho pfizptsobeni nez dip6l vytvoreny ze
dvou ¢tvrtvlnnych paskovych vodica.

Profil teplotniho rozloZeni zméfeny termokamerou FLIR pomérné pfesné od-
povidal simulavané predikci SAR.

Z vysledkt ¢asového pribéhu teploty méfeného v mikrozkumavce s roztokem
nanocastic umisténé v agarovém fantomu a v mikrozkumavce s vodou umisténé
v tomtéz fantomu Ize usuzovat rychlejsi nartst teploty vlivem nanocastic. Tyto vy-
sledky je vSak nutné jesté podporit fadou dalSich experimentti, a to z ndsledujicich
dévodi:

Spolehlivost méfeni teploty byla v mnohych z pokusii ovlivnéna interakci ko-
vového cidla s elektromagnetickym polem v p¥ipadé, Ze se nepodatilo umistit ¢i-
dlo kolmo ke sméru vektoru intenzity elektrického pole. V tomto pfipadé mohla
vznikat oboustrannd interakce, p¥i niz dochazelo k ohfevu kovového ¢idla vlivem
elektromagnetického pole $ificiho se od aplikatoru a zaroven kovové ¢idlo ovliv-
fiovalo rozloZeni elektromagnetického pole.

Tento efekt bylo moZno rozeznat podle velké zmény métené teploty pti zapnuti
nebo vypnuti generatoru.

Spolehlivost pfi ovéfeni tepelného téinku nanocéstic mohla byt ovlivnéna fak-
tem, Ze nanocastice mohly v nékterém z pokusti vytvofit srazeniny vétsich rozmé-
r1, jak ukazuje Obrazek 6.1, coz by ovlivnilo jejich magnetické vlastnosti a chovani
v magnetickém poli.

Meéfeni pribéhu teploty v nddoru opét pfindselo problém nemoZnosti pfesné-

ho umisténi termoclanki pokazdé na stejné misto, abychom porovnéavali kontrol-



DISKUZE

Obréazek 6.1: Agregované nanocéstice

ni a testovany objekt vzdy za stejnych podminek. Dvojice testovanych mysi navic
neméla nikdy pfesné stejnou morfologii nadoru. Tento problém by v budoucich
experimentech bylo moZzné vyfesit napfiklad méfenim priibéhu teploty u jedné
mys$i pied aplikaci nanoc¢éstic a po aplikaci nanoc¢éstic. Tento postup by nam vsak
znemoznil pozdéjsi testovani vlivu hypertermie s nanocasticemi na imunitni sys-
tém.

Vysledky imunologického testu ELISA naznacuji (kromé TNF-o, ktery byl pod
detekénim limitem u v8ech mysi) mirny trend zvySené koncentrace interleukint
v krevni plazmé kontrolnich mysi. Domnivame se, Ze tento efekt mohl byt zap¥ici-
nén napiiklad pfili§ malym objemem piipadné malou koncentraci aplikovanych
nanocastic. Z tohoto diivodu mohlo dojit k rychlejsimu odplaveni nanocastic z

néddoru, a tedy ochlazeni.
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Tato diplomové prace se zaméfuje na problematiku hypertermické terapie nadort
zefektivnéné pouzitim specidlnich nanocastic, obsahujicich feromagneticky mate-
ridl. ZvySenim teploty v nddoru by mélo dojit ke kaskadé biologickych jevi ve-
doucich ve vysledku k redukci nadoru.

Dle zadani této diplomové prace byl navrzen a nasledné i realizovan planarni
mikrovlnny aplikator pro frekvenci 2,45 GHz. Jde o dipdl tvoreny dvéma pasky o
celkové délce rovné poloviné vlnové délky. Pro optimalizaci vyroby tohoto aplika-
toru byly provedeny numerické vypocty rozloZeni SAR ve fantomu svalové tkané¢,
atos pomoci simuldtoru EM pole , Sim4Life”.

ProtoZe pro dalsi préci byly k dispozici jesté dalsi dva planarni aplikatory, pro-
vedli jsme porovndani vSech tfi aplikdtorti - nejprve pomoci simulaci a poté i experi-
mentalné. Celkovou bilanci vysledkii experimentti (méfeni ¢initele odrazu a SAR)
a ostatnich faktorti (tvar, hmotnost, velikost) jsme dospéli k zavéru, ze nejvhod-
néjsi pro provedeni hypertermie u mysi bude aplikator typu radidlni dip6l (tzv.
,motylek”). Tento typ dipdélu ma vétsi sitku pasma impedanéniho prizptisobeni
nez dip6l vytvoreny ze dvou ¢tvrtvinnych paskovych vodica.

Pomoci tohoto aplikdtoru pak byla provedena rozsahla série experimentt, v
nichZ byly pribéhy teplot ve fantomu svalové tkané s aplikovanymi nanocastice-
mi porovnavany s pribéhem teplot ve fantomu bez nanocéstic. Provedeni téchto
experimentti bylo zvlasté naroéné kviili vysokym narokéim na pfesnost (umisténi
termoclankt a aplikédtoru) a ¢as (pro opakovani experimentu bylo nutno vyckat do
vychladnuti fantomu). Proto jsme se zaméfili na optimalizaci téchto experiment(i
(Kapitola 4).

Z vysledkti nasich experimentt vyplyva mirné vyssi nartst teploty u fantomu
s nanoc¢asticemi oproti fantomu bez nanocastic. Pro potvrzeni téchto vysledkt by
bylo vhodné zopakovat méfeni pfi uvedeném experimentdlnim nastaveni, idealné

vSak za pouZiti optickych ¢idel teploty.



ZAVER

Dal8im z cili prace byl téZ vyzkum priibéhu a imunitnich dopad hypertermie
mysi s nddory oSetfenymi nanocasticemi. Nad rdmec zadani byla provedena kul-
tivace nddorovych bun€k, které byly pozde¢ji mySim aplikovény.

Vysledky méfeni priibéhti teplot v nddoru naznacuji ve vétsiné ptipada rych-
lejsi nartist teploty v pfipadé aplikace nanocastic. Vysledky testu imunitni reakce,
jeZz by méla korespondovat s nartistem teploty, vsak tento trend zatim jednoznac¢né
nepotvrdily.

Za ptinos této diplomové préce, ktery vyplynul z pribéhu préce, je také mozné
povazovat ndvrh vhodné metodologie experimentti pro studium téinku nanocas-
tic na biologické tkané a také studium mozZnosti optimalizovat hypertermickou
1é¢bu nadorovych onemocnéni s pomoci téchto nanocastic.

Podle mého nézoru by bylo vhodné provést dalsi experimenty tohoto typu, ale
s vétsim vybérem rtiznych druhti feromagnetickych nanocastic, tj. s riznym ob-
sahem feromagnetického materidlu (pro diplomovou préci jsem méla k dispozici
jen jeden typ).

Jedna se o velmi zajimavou problematiku, v jejimz vyzkumu bych chtéla pokra-

¢ovat (napt. formou doktorského studia).
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